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Referat: 
Eines der charakteristischen Merkmale des Neuroblastoms stellt seine einzigartige 
biologische Heterogenität dar, die eine genaue Aussage des weiteren klinischen 
Verlaufes stark erschwert. Bestimmte prognostisch wirksame klinische, 
molekularbiologische und genetische Faktoren, wie zum Beispiel Alter bei 
Erstdiagnose, Tumorstadium, MYCN-Amplifikation und 1p Deletion, werden seit 
längerem zur Risikostratifizierung genutzt. Bereits in anderen Tumorerkrankungen 
konnte nun der Einfluß einer Telomerlängenveränderung auf das Gesamtüberleben 
von Patienten nachgewiesen werden. Telomere sichern die genomische Integrität und 
bestimmen maßgeblich die proliferative Kapazität jeder somatischen Zelle. Aktuelle 
Forschungsergebnisse legen die Vermutung nahe, dass Veränderungen der 
Telomerlänge auch in Neuroblastomen einen prognostischen Effekt auf das 
Gesamtüberleben haben.  
In diesem Kontext untersucht die vorliegende Arbeit den Zusammenhang zwischen 
Telomerlänge und Gesamtüberleben in 420 MYCN nicht-amplifizierten primären 
Neuroblastomen mit Erstdiagnosen von 1983-2001. Hierfür wurden die relativen 
Telomerlängen mithilfe einer neu etablierten monochromen multiplex q-RT-PCR 
ermittelt. Anschließend wurden diese sowohl mit ausgesuchten klinischen Variablen 
(Alter bei Erstdiagnose, Tumorstadium, Primärlokalisation des Tumors, Histologie, 
Geschlecht und Rezidivauftreten) korreliert als auch auf ihren Einfluß auf das 
Gesamt- und ereignisfreie Überleben untersucht.  
In Korrelation mit den klinischen Parametern konnte zwischen Alter bei Erstdiagnose 
und Telomerlänge ein eindeutiger Zusammenhang nachgewiesen werden. Je älter die 
Patienten bei Erstdiagnose, desto höher war sowohl der Anteil verlängerter Telomere 
als auch der extremer Telomerlängenveränderungen. Neuroblastome mit verlängerten 
Telomeren zeigten in der gleichen Altersgruppe ein verringertes Gesamtüberleben der 
betroffenen Patienten verglichen mit Neuroblastomen mit verkürzten Telomeren. 
Somit könnte eine Telomerlängenveränderung, insbesondere verlängerte Telomere, 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
5-JÜR  5-Jahres-Überlebens-Rate  
ALK   anaplastische Lymphom Kinase 
ALT   Alternative lenghtening of telomeres 
APB   ALT associated promyelocytic leukaemia body 
ASCT   Autologous stem cell transplantation 
BCL2   B-cell lymphoma 2 
BDNF   brain derived neurotrophic factor 
Bp  base pair 
DNA   Desoxyribonucleic acid 
dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 
Ct   Cycle threshold 
ECTR  extrachromosomal telomeric repeat 
EDTA  ethylene diamine tetraacetic acid 
EFS   Event free survival 
hTERT human telomerase reverse transkriptase 
hTR  human telomerase RNA 
IDRF  Image defined risk factors 
INPC  International Neuroblastoma Pathology Plassificaion 
INRG  International Neuroblastoma Risk Group 
INSS   International Neuroblastoma Staging System 
I-MIBG  123 Jod-Metajodbenzylguadinin 
Kbp   kilo base pair 
KI  Konfidenzintervall 
LOH  loss of heterozygosity 
MDR1  multidrug resistance gene-1 
MKI  mitosis karyorrhexis index 
MMQPCR  monochrome multiplex quantitative polymerase chain reaction 
MRT   Magnet Resonanz Tomographie 
MSNA  2- Mercaptoethansulfonat-Natrium 
NTC   negativ template control 
NT-3   Neurotrophin -3 
NT 4/5  Neurotrophin 4/5 
NGF   Nerve growth factor 
NSE   Neuronen spezifische Enolase 
OD   optical density 
OR  odds ratio 
OS  overall survival 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
PGY-1  p- Glykoprotein 1 
PML  promyelocytic leukaemia 
PI3K   Phosphatidylinositol 3`-Kinase 
Pz.   Perzentile 




	   	   Seite	  6	  
RFU  relative fluorescence untis 
RB  Retinoblastom-Gen 
SCG  single copy gene 
TBP  telomere binding protein 
T-ICE  telomeric- interchromatid exchange 
TMM  Telomere maintenance mechanism 
TrkA,B  Tyrosinkinase A/B 
TRF1/2  telomeric repeat binding factor 1/2 
T-SCE  telomeric – sister chromatid exchange 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
VIP   vasoactive intestinal protein
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1 Einleitung 
Das Neuroblastom zeichnet sich durch ein breites Spektrum seines klinischen 
Verhaltens aus, welches von spontaner Regression oder Differenzierung in ein 
benignes Ganglioneurom zu progressiven Krankheitsverläufen trotz multimodaler 
Therapie reicht. Oft wird eine präzise Aussage des klinischen Verlaufes durch diese 
Heterogenität erschwert. Bislang wurde eine Vielzahl von klinischen, genetischen und 
molekularbiologischen Faktoren, wie Alter bei Erstdiagnose, Tumorstadium, MYCN-
Amplifikation oder 1p- Deletion, ermittelt, die das Gesamtüberleben beeinflußen und 
eine hohe prognostische Aussagekraft hinsichtlich des klinischen Verlaufes besitzen.  
In anderen Tumoren konnte ein prognostischer Einfluß der Telomerlänge auf das 
Gesamt - bzw. ereignisfreie Überleben der Patienten nachgewiesen werden und auch 
in Neuroblastompatienten zeigte sich ein Zusammenhang zwischen längenveränderten 
Telomere und Überleben. Damit besitzt die Telomerlänge das Potential für eine 
genauere Einschätzung des klinischen Verlaufes genutzt und für eine optimierte 
Risikostratifizierung eingesetzt werden zu können. Je präziser eine Aussage in Bezug 
auf die Prognose der Patienten möglich wird, desto individueller wären 
Therapieentscheidungen denkbar und die Gefahr einer möglichen Unter- oder 
Übertherapie minimiert.  
 
1.1 Das Neuroblastom 
1.1.1 Epidemiologie 
 
Das Neuroblastom ist der häufigste extrakraniell gelegene solide Tumor im 
Kindesalter (8% aller Malignome nach Leukämien/Lymphomen und Hirntumoren). In 
Deutschland erkranken pro Jahr ca. 200 Kinder neu an dieser Malignität, wobei beide 
Geschlechter fast gleichermaßen betroffen sind (Verhältnis Junge:Mädchen 1,2:1). 
Dies entspricht einer Inzidenz von 1,3 auf 100.000 Kinder unter 15 Jahren. Das 
mediane Alter bei Diagnosestellung beträgt in Deutschland 14 Monate (Deutsches 
Krebsregister Mainz, 2012), weltweit 17 Monate (London et al., 2005). 90% der 
Tumoren werden innerhalb der ersten fünf Lebensjahre diagnostiziert. Das 
Neuroblastom ist für ungefähr 15% der durch Krebserkrankungen verursachten Tode 
im Kindesalter verantwortlich (Park et al., 2010). 
1.1.2 Ätiologie 
 
Das Neuroblastom ist ein embryonaler maligner Tumor, der aus den pluripotenten 
Vorläuferzellen der Neuralleiste, den Neuroblasten, entsteht (Schwab et al., 2003). 
Die genaue Ätiologie ist nach wie vor unklar. Es wird vermutet, dass es, aufgrund 
einer Fehlregulation der zellulären Differenzierung, im Sinne einer mangelnden oder 
sogar Entdifferenzierung der Zellen, zu malignem Wachstum kommt (Ernfors et al., 
1990). Direkte Auslöser oder ein erhöhtes Erkrankungsrisiko durch eine Exposition 
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mit bestimmten Umwelt- und Risikofaktoren konnten bislang in keiner Studie 
nachgewiesen werden (Brodeur, 2003). 
1.1.3 Klinik und Metastasierung 
 
Abhängig von Lage und Ausdehnung des Primärtumors und gegebenenfalls 
existierender Metastasierung können die ersten klinischen Symptome eines 
Neuroblastoms sehr unterschiedlich sein.   
Die Mehrheit der Neuroblastome (65%) findet sich abdominell und dort vor allem im 
Nebennierenmark oder dem sympathischen Grenzstrang (Brodeur und Maris 2002). 
Dort fallen sie zumeist durch eine tastbare Raumforderung, Bauchumfangs-
vermehrung oder durch Beeinträchtigung benachbarter Organe auf. Durch Ver-
lagerung der ipsilateralen Niere und Ummauerung des Ureters kann es zu einer 
Hydronephrose kommen. Fortgeschrittenes Tumorwachstum ins kleine Becken führt 
zu Stuhl- und Blasenentleerungsstörungen. Neuroblastome mit thorakaler (20%) oder 
zervikaler Lokalisation (5%) können Schwellungen, Husten, Dyspnoe oder 
Pneumonie hervorrufen. Eher selten sieht man, hervorgerufen durch eine Infiltration 
des Ganglion stellatum, bei hoch thorakal oder zervikal gelegenen Tumoren ein 
Hornersyndrom (3% aller Neuroblastome). Paravertebral gelegene Neuroblastome 
können in den Spinalkanal einwachsen (sog. „Sanduhrentumore“) und dadurch eine 
Querschnittsymptomatik hervorrufen. Viele der Patienten sind jedoch asymptomatisch 
oder weisen eine eher unspezifische Klinik auf, wie Schmerzen (34%), Fieber (28%) 
und Gewichtsverlust (21%) (Gesellschaft für pädiatrische Onkologie und 
Hämatologie, 1997). Vor allem im Säuglingsalter findet sich häufig eine ausgeprägte 
Hepatomegalie mit abdomineller Distension und teilweise pathologischer 
Leberfunktion (z.B. Blutungsneigung). Kutane Metastasierung, wie sie oft im 
speziellen 4S-Stadium beobachtet werden kann, manifestiert sich als subkutane blaue 
Knötchen („Blueberry muffin Syndrom“), orbitale Metastasen äußern sich klinisch 
mit periorbitalen Eckchymosen und Exopthalmus. Bei Katecholaminauschüttung 
durch den Tumor kann es zu Hypertonie, Tachykardie und Flush (Haas et al., 1979) 
oder durch neuroendokrine Eigenschaften zu paraneoplastischen Syndromen 
kommen, wie der therapierefraktären Diarrhoe durch VIP-Ausschüttung, sensorischer 
Neuropathie oder in vereinzelten Fällen zu einem Opsoklonus-Myoklonus Syndrom. 
Diese Syndrome sind jedoch sehr selten (Inzidenz 0,01% aller 
Neuroblastomerkrankungen) (Darnell und Posner 2003) und dann meist mit niedrigen 
Krankheitsstadien und gutartigen Verläufen verbunden. 
Die Hälfte aller Patienten weisen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung lokalisierte 
Tumore auf, 35% zeigen jedoch bereits Lymphknoten-Metastasierung (Kellie et al., 
1991). Die Metastasierung erfolgt sowohl lymphogen in die regionalen Lymphknoten, 
als auch hämatogen v.a. in die Knochen.  Ein Sonderfall der klinischen Präsentation 
stellt das, in der Shimada-Klassifikation als 4S benannte Stadium (in der INRGSS 
Stadium MS), dar. Dieses ist definiert als Primärtumor im Abdomen oder Thorax, 
Erstdiagnose im ersten Lebensjahr und mit, bei Diagnosestellung bereits vorhandener, 
Metastasierung, in Leber und/oder Knochenmark und/oder Haut, aber ohne 
vorliegende Knochenmetastasen.  
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1.1.4 Staging 
 
Zur besseren Vergleichbarkeit von Erfahrungen und Vereinheitlichung globaler 
Ergebnisse wurde 2003 das INSS (International Neuroblastoma Staging System) 
eingeführt (Shimada 2003). Dieses Klassifikationssystem beurteilt klinische und 
radiologische Faktoren und legt besonderen Wert auf eine chirurgische Evaluierung in 
Bezug auf Resektabilität des Primärtumors und Lymphknotenstatus der ipsi-und 
kontralateralen Lymphknoten. Großen Nachteil dieses Systems stellt hierbei jedoch 
die daraus resultierende postoperativ erfolgende Stadieneinteilung dar, die, abhängig 
von chirurgischer Kompetenz, gerade bei Patienten mit lokoregionärer Erkrankung, 
eine hohe Varianz besitzen kann (Cohn et al., 2009; Maris et al., 2007; Monclair et 
al., 2009). 
Aufgrund dessen stützen sich neuere Studien ergänzend dazu auch auf das 2004 
eingeführte INRG-Staging-System (INRGSS), welches versucht mithilfe von 
Bildgebung und sogenannten IDRF (Image defined risk factors) die Stadieneinteilung 
bereits präoperativ zu definieren. Mittellinienüberschreitung und Lymphknotenstatus 
in lokoregionären Tumoren werden dabei, anders als im INSS, in der Beurteilung 
nicht berücksichtigt. Lokalisierte Tumore ohne Umgebungs-Infiltration (INSS 1) 
wurden neu als L1 Tumor definiert und von lokal invasiven Tumoren abgegrenzt L2 
(INSS 2,3). Stadium M repräsentiert INSS 4 als metastasierte Erkrankung. Die 
Altersgrenze des Stadiums MS, in der INSS-Klassifikation Stadium 4S, wurde von 12 
auf 18 Monate angehoben (Monclair et al., 2009). 
 
Tabelle 1. International Neuroblastoma Staging System (Shimada, 2003) 
Stadium  
1 Lokalisierter, primär makroskopisch komplett resezierter Tumor, 
histologisch negative Lymphknoten 
2 Lokalisierter Tumor mit primär makroskopisch inkompletter Resektion 
2a Auch nicht-adhärente ipsilaterale Lymphknoten histologisch negativ 
2b Nur nicht-adhärente kontralaterale Lymphknoten histologisch negativ 
3 Primär nicht-resektabler Tumor die Mittellinie (Wirbelsäule) 
überschreitend mit oder ohne Lymphknotenbefall 
oder lokalisierter Tumor mit kontralateralem Lymphknotenbefall 
oder Mittellinientumor mit beidseitiger Ausdehnung und/oder 
beidseitigem Lymphknotenbefall 
4 Jeder Primärtumor mit Fernmetastasen in distale Lymphknoten, Knochen, 
Knochenmark, Leber, Haut und/oder andere Organe 
außer Tumoren des Stadiums 4S 
4S Lokalisierter Tumor (wie bei Stadium 1, 2A oder 2B definiert) bei 
Säuglingen <1 Jahr mit Metastasierung begrenzt auf Leber, 
Haut und/oder Knochenmark 
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1.1.5 Histopathologie  
 
Neuroblastome zeigen in ihrer Histologie ein breites Spektrum, welches von sehr 
undifferenzierten Tumoren bis zu komplett ausgereiften benignen Ganglioneuromen 
reicht. Die Kategorisierung der Neuroblastome ist bestimmt durch den Grad der 
zellulären Differenzierung in den Tumorzellen. Wenig differenzierte Tumore mit 
reichlich Neuroblasten, die mikroskopisch als teilweise rosettenförmig angeordnete 
Zellen mit dichtem Kern und spärlichen Zytoplasma imponieren, werden als 
Neuroblastome bezeichnet.  Gut differenzierte benigne Tumore mit reifen 
Ganglienzellen, hohem Stroma-Anteil und wenig Neuroblasten sind als 
Ganglioneurome definiert (Hicks und Mackay 1995). Ganglioneuroblastome weisen 
sowohl Merkmale der einen als auch der anderen Kategorie auf (Peuchmaur et al., 
2003). In reiferen Tumoranteilen finden sich häufig Schwann-Zellen. Nekrosen oder 
Verkalkungen in Neuroblastomen sind typisch, aber nicht immer nachzuweisen.  
Für das histologische Grading haben sich zwei Einteilungen etabliert. Das System 
nach Hughes und Harmes (Hughes et al., 1974) unterscheidet zwischen 
differenzierten Tumoren mit Ganglienzellen (sog. Ganglioneuroblastome) und 
undifferenzierten Neuroblastomen. Die auf der Shimada Klassifikation basierende 
INPC (International Neuroblastoma Pathology Classification) (Shimada et al., 1999) 
berücksichtigt zusätzliche histologische Merkmale, wie den Grad der zellulären 
Differenzierung, den Anteil von Schwann-Zell-Stroma und den Mitosis-Karyorrhexis-
Index (MKI) in Korrelation zum Alter (Chatten et al., 1988; Shimada 1993). Damit 
kann man Aussagen über das Verhalten als auch über die Prognose der 
Neuroblastome treffen. In den deutschen Neuroblastomstudien wurde sowohl die 
Unterteilung nach Hughes und Harms verwendet (ab NB 79) als auch nach Shimada 
(ab NB 90).  
 
Tabelle 2. Histologisches Grading nach Hughes (mod. nach Harms 1979)  
Grad  
1a Diffuses Ganglioneuroblastom: diffuse Mischung von undifferenzierten, 
ausreifenden und reifen Zellen 
1b Ganglioneuroblastom vom Kompositionstyp: Ganglioneurom mit 
wechselnden Arealen undifferenzierten Neuroblastomgewebes 
(abrupter Übergang zwischen beiden Tumorkomponenten) 
 
2 Mischbild aus differenzierten Zellen und mindestens einigen Zellen mit 
partieller Differenzierung zu Ganglienzellen 
 
3 Undifferenzierte Zellen ohne Reifezeichen 
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1.1.6 Genetik 
1.1.6.1 Genetische Prädisposition 
 
Familiäre Formen der Neuroblastome sind mit 1% sehr selten (Longo et al., 2007; 
Shojaei-Brosseau et al., 2004). Stammbaumanalysen lassen jedoch einen dominanten 
Erbgang mit niedriger oder inkompletter Penetranz vermuten. Familiäre 
Neuroblastom-Patienten werden in mindestens 20% der Fälle mit multiplen oder 
multifokalen Tumoren diagnostiziert (Kushner 2004; Maris und Matthay 1999). Das 
Erstdiagnosealter liegt in diesen Fällen mit neun Monaten weit unter dem medianen 
Durchschnitts-Erkrankungsalter (Brodeur 2003). In weltweiten Studien fanden sich 
mehrere Genloci mit Risikoallelen, die für die Neuroblastom-Entstehung von 
Bedeutung sein könnten. Neue Studienlagen weisen darauf hin, dass eine genetische 
Veränderung des Onkogens der anaplastischen Lymphom-Kinase (ALK), die in 8% 
aller sporadisch auftretenden Neuroblastome zu finden ist, eine Prädisposition 
verursachen könnte (Carén et al., 2008; Chen et al., 2008; George et al., 2008; 
Janoueix-Lerosey et al., 2008; Mosse et al., 2008). ALK ist ein Tyrosin-Kinase-
Rezeptor, der an neuronaler Differenzierung, Proliferation und Zell-Überleben 
beteiligt ist. Die konstitutive Aktivierung der Kinase, vermutlich hervorgerufen durch 
eine „missense“- Mutation in der chromosomalen Region 2p23-24, wirkt 
antiapoptotisch und kann  dadurch zu unkontrolliertem Wachstum der Zellen führen 
(Kelleher und McDermott 2010).  
1.1.6.2 DNA-Gehalt/ Ploidie: 
 
Etwa 55-60% der Neuroblastome weisen Aneuploidien, also Veränderungen des 
Chromosomensatzes, auf, die überwiegend mit bestimmten Tumorstadien, dem 
Patientenalter, sowie strukturellen oder numerischen Chromosomenaberrationen 
korrelieren. Tumore in niedrigeren Stadien  zeigten oft einen hyperploiden, fast 
triploiden Karyotyp (Kaneko et al., 1990, 1987). Dabei erfolgt der genetische 
Zugewinn in Form vollständiger Chromosomen. Diese genetische Veränderung ist, 
vor allem bei Patienten jünger zwei Jahren, mit einer besseren Prognose assoziiert 
(Look et al., 1984). Di- und tetraploide Chromosomensätze dagegen kommen bei ca. 
55% der Neuroblastome des Stadium 4 vor. Sie sind überwiegend mit strukturellen 
Chromosomenaberrationen (allelische Verluste oder Zugewinne sowie 
Translokationen) korreliert und haben eine schlechtere Prognose (Brodeur 2003). 
1.1.6.3 Amplifikation von MYCN 
 
Seeger (1985) beschrieb erstmals eine spezifische Alteration im Genom von 
Neuroblastomen, die sowohl mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium als auch mit 
einem ungünstigen Erkrankungsverlauf assoziiert ist. Dabei handelte es sich um die 
Amplifikation des MYCN-Gen auf Chromosom 2p24. MYC Onkoproteine sind 
Transkriptionsfaktoren, die bei Überexpression zu einer Fehlregulation in Wachstum 
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und Proliferation führen können. Der genaue Mechanismus der Amplifizierung ist 
bislang unbekannt. Insgesamt weisen ca. 22% der primären unbehandelten 
Neuroblastome eine MYCN-Amplifikation auf, in Patienten mit Stadium 4 
Erkrankung sogar 40%, in niedrigeren Erkrankungsstadien sind es 5-10%  (Mora et al. 
2002). 
Die Amplifikation von MYCN, definiert als Gen-Kopien ≥ 10 pro Zelle (Brodeur 
2003; Maris 2010), korreliert demnach eng mit fortgeschrittenen Erkrankungsstadien, 
rascher Tumorprogression und einem generell schlechterem Überleben, unabhängig 
von Alter und Stadium der Erkrankung. Somit stellt die MYCN Amplifizierung einen 
der  wichtigsten molekulargenetischen Prognosefaktor dar (Brodeur et al., 1984; 
Seeger et al., 1985) und wird standardmäßig für die Risikostratifizierung und 
Therapieplanung genutzt. 
1.1.6.4 1p Deletion 
 
Die Deletion des kurzen Armes von Chromosom 1 ist eine häufige genetische 
Aberration, die in 25%-35%  aller untersuchten Primärtumore auftritt (White et al., 
2004). Aufgrund des durch die Deletion entstehenden Verlustes an DNA-Substanz 
spricht man auch von einem „loss of heterozygosity“ (LOH). Bislang konnten durch 
verschiedene Forschungsgruppen mindestens drei verschiedene Deletionen sicher 
bestimmt werden (1p36.1-2, 1p36.3 und 1p32-34) (Hiyama et al., 2001). 
Es besteht eine enge Korrelation zwischen LOH 1p36 und bestimmten Hochrisiko-
Faktoren, wie Alter > 1 Jahr und bereits erfolgter Metastasierung bei Erstdiagnose, als 
auch MYCN-Amplifikation (Attiyeh et al., 2005; Hiyama et al., 2001). Aufgrund 
dessen werden in dieser Region ein oder mehrere Tumorsupressor-Gene vermutet. 
Außerdem korreliert das Auftreten von LOH 1p36 sowohl mit einer verringerten 
rezidivfreien Zeit als auch mit einem verringertem generellen Überleben (Attiyeh et 
al., 2005). Deshalb erfolgt im Rahmen der Erstdiagnostik neben dem Nachweis einer 
MYCN-Amplifikation auch die Bestimmung des 1p-Status. 
1.1.7 Molekularbiologie 
1.1.7.1 Neurotrophin Rezeptoren 
 
Neurotrophine und ihre Tyrosin-Kinase-Rezeptoren spielen eine entscheidende Rolle 
in der Entwicklung des sympathischen Nervensystems und werden auch mit der 
Pathogenese des Neuroblastoms in Verbindung gebracht. Bislang konnten drei 
Rezeptor-Liganden-Paare identifiziert werden: TrkA, der Rezeptor für den „Nerve 
growth factor“ (NGF), TrkB, für den „brain derived neurotrophic factor“ (BDNF) und 
TrkC, für Neurotrophin-3 (NT-3) (Barbacid 1995) und Neurotrophin- 4 (NT-4) 
(Patapoutian und Reichardt 2001; Yano und Chao 2000). 
Interessanterweise beeinflusst der transmembranöse Rezeptor TrkA in Kombination 
mit seinem Liganden NGF maßgeblich die Zell-Differenzierung und das Zell-
Überleben, währenddessen TrkA allein die Apoptose auslöst (Brodeur 2003; Levi-
Montalcini 1987). Hohe TrkA Expression korreliert mit jüngerem Alter, niedrigeren 
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Stadien, fehlender MYCN-Amplifikation und allgemein günstigerer Prognose (Kogner 
et al., 1993; Nakagawara et al., 1993; Suzuki et al., 1993). 
TrkB wird in ca. 40% der Neuroblastome exprimiert und dort vor allem in bereits 
fortgeschrittenen Stadien. TrkB und TrkC können sowohl in einer verkürzten, ohne 
die Tyrosinkinase, als auch in ihrer vollständigen Form exprimiert werden. Dabei 
zeigt die Ausprägung der „full length“ TrkB eine starke Assoziation mit MYCN 
amplifizierten und klinisch aggressiveren Neuroblastomen (Nakagawara et al., 1994).  
Tumore in Regression oder in Umwandlung in benigne Ganglioneurome zeigten eher 
eine Ausprägung des verkürzten TrkB Rezeptors, während die unreifen, nicht 
amplifizierenden Tumoren keinerlei Rezeptorexprimierung aufwiesen (Eggert et al., 
2000; Ho et al., 2002). In 25% der Neuroblastome findet sich eine Expression von 
TrkC, die wiederum stark mit TrkA Ausschüttung zusammenhängt (Svensson et al., 
1997). Wie auch TrkA wurde eine vermehrte Bildung von TrkC vor allem in 
niedrigeren Neuroblastom-Stadien und nicht MYCN amplifizierenden Tumoren 
gefunden (Ryden et al., 1996; Yamashiro et al., 1996).  
1.1.7.2 Chemoresistenz  
Obwohl auch High-risk Tumore zunächst gut auf die initiale Chemotherapie 
ansprechen, erleiden viele der Patienten ein Rezidiv, welches sich im weiteren 
Krankheitsverlauf oft als therapierefraktär darstellt. Die Ursachen einer solchen 
Therapieresistenz sind bislang weitestgehend unverstanden. Hinweise lassen die 
Vermutung zu, dass eine Hochregulierung von ATP abhängigen Transport-Genen, 
PGY-1 (p-Glykoprotein-1) und MDR1 (multidrug resistance gen-1) (MYCN-
Amplifikation assoziiert) zu einem erhöhten Medikamenten-Efflux führt (Manohar et 
al., 2004; Porro et al., 2010). Ein durch DNA-Hypermethylierung verursachtes 
Abschalten von Tumorsuppressorgenen kann eine geringere Ansprechrate auf 
Chemotherapeutika erklären (Charlet et al., 2012; Teitz et al., 2000). Weitere bereits 
bekannte Resistenzmechanismen umfassen die Überexpression von BCL2 und TrkB.  
Hohe Konzentrationen des anti-apptotisch wirkenden BCL2 vermindern die 
Sensitivität auf verschiedene Chemotherapeutika (Dole et al., 1994). In 
Neuroblastomzellen, die den Tyrosin-Kinase Rezeptor B exprimieren, findet sich 
übernatürlich häufig auch der entsprechende notwendige Rezeptor-Ligand BDNF, so 
dass man daher von einer „autokrinen“ Schleife über Aktivierung des 
Phosphatidylinositol 3`-Kinase- Weges mit resultierendem Überlebensvorteil der 
ensprechenden Zellen ausgeht (Acheson et al., 1995; Ho et al., 2002; Matsumoto et 
al., 1995). Dieser spiegelt sich in einer vermehrten Angiogenese und 
Medikamentenunempfindlichkeit wider.  In weiteren Studien konnte ein deutlicher 
Zusammenhang zwischen einer gestörten bzw. durch vorangegangene Mutationen 
fehlenden p53- Antwort und einem verminderten Ansprechen auf Chemotherapeutika 
nachgewiesen werden. P53 steuert zelluläre Reaktionen auf zytotoxischen Stress 
durch antiproliferative Effekte wie Einleitung der zellulären Seneszenz und/oder 
Apoptose. Eine Inaktivierung führt zu hoher genomischer Instabilität (Malkin 1994) 
und einem Ausscheiden der Tumorzellen aus dem regulären Zellzyklus mit 
reduzierter Apoptoserate (McCurrach et al., 1997) und vermindertem Ansprechen auf 
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die medikamentöse Therapie (Lee et al., 2001a; Perego et al., 1996). Die 
Berücksichtigung dieser molekularbiologischen Faktoren unter Berücksichtigung 
klinischer Merkmale ermöglicht wiederum eine Zuordnung der Patienten in drei 
verschiedene Prognosegruppen. 
Tabelle 3. Prognosegruppen anhand klinisch/genetischer Merkmale nach Brodeur 
(2000)  
Untersuchungsmerkmal Typ I Typ II Typ III 










17q-Gain Selten Häufig Häufig 
Verlust der Heterozygotie    
11q, 14q Selten Häufig Selten 
1p Selten Ungewöhnlich Häufig 
Trk-A Expression Hoch Niedrig/ -  Niedrig/ - 
Trk-B Expression Niedrig Niedrig/ -  Hoch 
Trk-C Expression Hoch Niedrig/ -  Niedrig/ -  
Alter < 1 Jahr > 1 Jahr 1-5 Jahre 
Stadium 1,2,4S 3, 4 3,4 




Beweisend für die Diagnose des Neuroblastoms sind der typische Befund in der 
Histologie einer Gewebeprobe oder charakteristische Tumorzellen im Knochenmark. 
Hierbei sind für die endgültige Diagnosestellung Knochenmark-Aspirate von 
mindestens vier verschiedenen Punktionsstellen notwendig. Da die Mehrheit aller 
Neuroblastome Katecholamin produzierend sind, erfolgt zusätzlich die Bestimmung 
der Serum- oder Urinkonzentrationen der Katecholaminmetabolite 
(Vanillinmandelsäure, Homovanillinsäure, Dopamin) (von Schweinitz et al., 2002). 
Ergänzend kommen laborchemische Parameter, wie z.B. erhöhte LDH, NSE oder 
Ferritin, zum Einsatz. Die initiale Sonographie wird in der bildgebenden Diagnostik 
um ein Röntgen und MRT der betroffenen Region ergänzt. Zusätzlich wird bei allen 
Patienten in Stadium 4 ein kraniales MRT zum Ausschluss intrakranieller oder 
orbitaler Beteiligung durchgeführt. Da etwa 85% der Neuroblastome 123- Jod-
Metajodbenzylguadinin (I-MIBG) metabolisieren, stellt die MIBG-Szintigraphie 
einen integralen Bestandteil in Diagnostik und Verlaufsuntersuchungen dar.  
In den Untersuchungen von Pfluger (2003) zeigte sich eine Spezifität und Sensitivität 
in der bildgebenden Diagnostik eines Neuroblastoms von bis zu 90%, bei 
Kombination von MRT und MIBG-Szintigraphie. Weiterhin finden im Rahmen des 
Stagings die 111-In-Octreotid-Szintigraphie und die 99-Tm-Skelettszintigraphie ihre 
Anwendung. So ermöglicht die Knochenszintigraphie (99mTc) eine Unterscheidung 
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zwischen Knochenmetastasen und Knochenmarkbeteiligung bei MIBG-positiven 
Knochenbefunden. Da die Strahlendosis auf die Epiphysen jedoch erheblich ist, wird 
diese Untersuchung nur in sehr enger Indikationsstellung durchgeführt (Patienten 
Stadium 4, positiver J-MIBG-Aufnahme in Knochen; alle J-MIBG negativen 
Neuroblastome unabhängig vom Stadium). 
1.1.9 Therapie 
 
Neuroblastome stellen aufgrund ihres ungewöhnlichen biologischen Verhaltens, 
welches von spontaner Regression, über Maturation zu behandlungsresistenter 
Progression reicht, eine der herausforderndsten Tumorerkrankungen für Therapie-
Entscheidungen dar. Daher besteht das oberste Ziel darin, Neuroblastome 
risikoadaptiert zu behandeln, um unnötige iatrogene Komplikationen und eine 
Übertherapie zu vermeiden. Entsprechend der Befunde von Erstdiagnosealter, 
Stadium, MYCN-Amplifikation und 1p-Deletion erfolgt in den deutschen 
Neuroblastomstudien die Einteilung in drei Risikogruppen: Beobachtungs-, 
Standardrisiko- und Hochrisikogruppe. Bei Veränderung des Stadiums im Verlauf 
(Progredienz, Metastasierung) oder bei bedrohlichen Komplikationen ist ein Wechsel 
in eine andere Therapiegruppe indiziert. 
 
In der Beobachtungsgruppe steht beim initialen Eingriff die Biopsie im Vordergrund. 
Eine komplette Resektion wird hier nur empfohlen, wenn die mit der Operation 
verbundenen Komplikationen als gering einzuschätzen sind. Anschließend wird die 
spontane Tumorregression durch regelmäßige MRT-Untersuchungen kontrolliert. 
Zeigt sich nach 6-12 Monaten keine Regression oder treten sogar bedrohliche 
Komplikationen auf, erhalten die Patienten eine Chemotherapie mit maximal vier 
Zyklen Cyclophosphamid, Vincristin, Doxorubicin und MESNA. Bei Erfolglosigkeit 
der Therapie werden die Patienten in die mittlere-Risiko-Gruppe eingestuft. 
 
Bei Patienten mit mittlerem Risiko erfolgt nach der initialen Tumorbiopsie eine 
Induktionstherapie mit je drei Zyklen Cisplatin, Etoposid und Vindesin bzw. 
Vincristin,  sowie Dacarbacin, Ifosfamid und Doxorubicin (N5/N6). Danach schließt 
sich eine mögliche Zweit-OP und die externe Bestrahlung von verbleibendem 
Tumorgewebe an. Dem folgt eine orale Erhaltungstherapie mit vier Zyklen 
niedrigdosiertem Cyclophosphamid. Die Behandlung mit Retinsäure-Derivaten hat 
gezeigt, dass diese eine Differenzierung der Neuroblastomzelllinien bewirken und das 
Zell-Wachstum verlangsamen (Reynolds und Lemons 2001), so dass sich im 
aktuellem Studienprotokoll die Behandlung von neun 14-tägigen Zyklen Retinolsäure 
über 12 Monate im Anschluss an die erfolgten Chemotherapiezyklen wiederfindet. 
 
Hochrisikopatienten erhalten gemäß aktuellen Studienempfehlungen nach erfolgter 
Tumorbiopsie ebenfalls eine Hochdosis-Chemotherapie. Dabei unterteilt man die 
„High risk group“ in eine Standard- und eine Experimentalgruppe. In ersterer erfolgt 
die bereits in der mittleren Risiko-Gruppe angewendeten Chemotherapiezyklen, in der 
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Experimentalgruppe werden zusätzlich zu dieser initial zwei Zyklen Topotecan, 
Cyclophosphamid und Etoposid gegeben.  
Ziel der sich möglich anschließenden Second-look-Operation ist die Tumorresektion. 
Die komplette Resektion erbringt auch hier nur bei Kindern mit lokal begrenztem 
Befall und positivem MYCN-Status eine Verbesserung der tumorfreien 5-Jahres 
Überlebenszeit (von Schweinitz und Till, 2010). Der Nutzen der kompletten 
Resektion im Stadium 4 konnte in Studien nicht nachgewiesen werden. Daher sollte 
sie auch nur durchgeführt werden, wenn keine einschränkenden Komplikationen (v.a. 
Nephrektomie) zu erwarten sind (von Schweinitz et al., 2002). Den Abschluss bildet 
die ASCT (knochenmarkablative autologe Stammzelltransplantation) in Kombination 
mit der 123-I-MIBG-Brachytherapie und externer Bestrahlung bei weiterhin aktiven 
Tumorresiduen. Auch hier erfolgt über die sich danach anschließenden 12 Monate die 
Behandlung mit Retinolsäure als Konsolidierungstherapie. 
1.1.10 Prognose 
Im Outcome sind nach wie vor noch deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen 
Risikogruppen zu beobachten. Während die 5-Jahres-Überlebensrate in der 
Niedrigrisikogruppe 95% und in der mittleren Risikogruppe 86% beträgt, zeigt sich in 
der Hochrisikogruppe ein, im Vergleich zu den letzten Jahren zwar verbessertes, aber 
weiterhin deutlich schlechteres Überleben von nur 48% (deutsche 
Neuroblastomstudie, 2004). Das im Säuglingsalter vorkommende Stadium 4S hat im 
Allgemeinen trotz ausgeprägter Metastasierung eine hervorragende Prognose, da aus 
bislang noch ungeklärten Ursachen viele dieser Tumoren einer spontanen Regression 
oder Umwandlung in ein benignes Ganglioneurom unterliegen (Brodeur 2003). 
Laut deutschem Krebsregister (2012) liegt die Gesamt 5-Jahres-Überlebensrate bei 
79%, das 10-Jahres-Überleben bei 76% aller erkrankten Kinder. 
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1.2 Telomere 
1.2.1 Aufbau  
 
Müller (1938) und McClintock (1941) waren die ersten, die auf einen in seiner 
Bauweise speziellen Bestandteil an den Enden der Chromosomen aufmerksam 
wurden und erkannten, dass dieser auch essentiell für die Stabilität der Chromosomen 
zu sein schien. Müller nannte diesen chromosomalen Bestandteil daher Telomer 
(griech, telos = Ende; meros= Teil). 1978 konnte die erste telomerische Sequenz in 
dem Einzeller Tetrahymena identifiziert werden (Blackburn und Gall, 1978). Heute 
wissen wir, dass humane Telomere sich durch viele tausend Wiederholungen 
nichtkodierender Guanin-reicher DNA-Sequenz (5`-TTaGGG-3`-n) auszeichnen 
(Meyne et al., 1989; Moyzis et al., 1988) und mit weiteren Proteinen, unter anderem 
sogenannten humanen Telomerbindungsproteinen TRF1/2 und POT1 (Broccoli et al., 
1997), einen aus 6 Untergruppen bestehenden Nukleo-Protein-Komplex, das sog. 
„Shelterin“ oder „Telosom“, an den Enden eukaryotischer Chromosomen bilden 
(Blackburn 2001; McEachern et al., 2000; Smogorzewska und de Lange, 2004).  
Dieser Komplex zeigt sich verantwortlich für Telomerlängen-Regulation, Telomer-
Schutz und andere Zellfunktionen (Onitake et al., 2009).  
Die Größe der Telomere ist dabei von Spezies zu Spezies und wiederum hierbei von 
Zelltyp zu Zelltyp unterschiedlich. So misst man beim Menschen in Keimbahnzellen 
etwa 10-15 Kilobasenpaare, in peripheren Leukozyten dagegen 5-12 Kilobasenpaare. 
Ferner gehört zu den Telomeren ein etwa 200 Basenpaare Guanin-reicher 3`-
Überhang (Henderson und Blackburn, 1989; Makarov et al., 1997; McElligott und 
Wellinger, 1997; Wright et al., 1997), der aus der unvollständigen DNA-Replikation 
resultiert (Ohki et al., 2001). Dieser wird zusammen mit telomerischer Doppelstrang-
DNA durch die Telomerbindungsproteine TRF1 und TRF2 gebunden. Diese Bindung 
induziert wiederum die Ausbildung einer schlaufenförmigen Anordnung der 
Doppelstrang-DNA (t-loop), in die sich der 3`Überhang als kleinere Schlaufe, die sog. 
Displacement loop (d-loop), einschlägt (Griffith et al., 1999; Munoz-Jordan et al., 
2001). Diese komplexe Chromatinstruktur, auch als “cap” bezeichnet, beugt einem 
DNA-Verlust durch Exonukleasen und Ligase vor. Dabei ist die Ausbildung dieser 
“Chromosomenkappen” abhängig von der Telomerlänge und dem Vorliegen der 
Telomer-bindenden Proteinen. So sind die Chromosomenenden sowohl bei Fehlen 
von TRF2 trotz ausreichender Telomerlänge nicht vor einer Fusion geschützt (van 
Steensel et al., 1998) als auch die Ausbildung des t-loops im Falle kritisch verkürzter 
Telomere nicht möglich (Ancelin et al., 2002; Greider und Blackburn, 1996; Griffith 
et al., 1999; Karlseder et al., 2002; Goytisolo und Blasco, 2002, de Lange, 2002). 
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Vom jetzigen Wissenstand ausgehend weiß man, dass Telomere die 
Aufrechterhaltung der chromosomalen Stabilität und Integrität gewährleisten (Blasco 
et al., 1997; Counter et al., 1992; Hande et al., 1999). Sie bieten durch das sog. 
„capping“ Schutz vor Degradation und chromosomaler Fusion (Zakian, 1995) und 
ermöglichen zellulären DNA-Reparaturmechanismen zwischen intakten und 
beschädigten Chromosomen zu unterscheiden (Gasser, 2000; Shore, 2001). Zum 
anderen fungieren die Telomere im Zellteilungsprozess als Anheftungspunkte der 
Chromosomen in der Kernmatrix (Tommerup et al., 1994). Sie sind daher maßgeblich 
an der regelrechten Chromosomenpositionierung und daraus resultierend auch an 
deren Trennung während des Zellzyklus beteiligt. Außerdem spielen die Telomere 
eine entscheidende Rolle in der Regulierung der zellulären replikativen Kapazität 
(Allsopp et al., 1995). Aufgrund der Arbeitsweise der DNA-Polymerasen verkürzen 
sich die chromosomalen Enden bei jeder Zellteilung. (s. Kapitel 1.2.4.). Diese 
Verkürzung würde zwangsläufig zu einem Verlust genomischer Infomationen führen, 
das sog. „end replication problem“, der jedoch durch die nichtkodierenden repetitiven 
DNA-Sequenzen der Telomere verhindert wird.  
1.2.3 Die Telomerase 
 
Die Telomerase ist eine RNA abhängige DNA-Polymerase, die ihre eigene interne 
RNA-Komponente als Vorlage für die Neusynthese telomerischer DNA nutzen kann 
(Greider und Blackburn, 1985). 
Das Enzym besteht aus zwei Untereinheiten: Die humane Telomerase-RNA (human 
Telomerase RNA-component, hTR) besteht aus einer ca. 11 Basenpaare langen, zu 
den telomerischen DNA-Repeats komplementär, aufgebauten RNA-Sequenz (Feng et 
al., 1995; Greider und Blackburn, 1989; Morin, 1989). 
Die zweite Komponente, die „human telomerase reverse transcriptase“ (hTERT), 
fungiert als reverse Transkriptase (R. A. Greenberg et al., 1998), die als katalytische 
Untereinheit für die de- novo Nukleotid-Addition an den 3`Enden der chromosomalen 
DNA sorgt (Feng et al., 1995; Greider and Blackburn, 1985; Morin, 1989; Nugent and 
Lundblad, 1998). Dabei bindet sich zunächst die RNA-Komponente der Telomerase 
komplementär an den 3`-Überhang am Telomerende. Daraufhin erfolgt die 
Neusynthese einzelsträngiger telomerischer DNA in  5`- zu 3`-Richtung mithilfe der 
dem Enzym eigenen RNA-Matrize (Greider und Blackburn 1985; Meyerson et al., 
1997; Morin 1989). Durch DNA-Polymerasen wird abschließend der verlängerte 
Einzelstrang verdoppelt.  
Neben den erwähnten Untereinheiten besteht das Enzym zusätzlich aus einer Vielzahl 
verschiedener Proteine, die die Funktion der Telomerase beeinflussen, so dass man 
besser von einem Ribonukleoproteinkomplex spricht. 
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1.2.4 Das „End replication problem“ 
 
Gemäß unserem Verständnis der DNA-Replikation, benötigt die konventionelle 
DNA-Polymerase, die die DNA-Stränge vor jeder Zellteilung verdoppelt, aufgrund 
ihrer unidirektionalen Arbeitsweise, notwendigerweise eine kurze RNA-Primer 
Sequenz um die DNA-Polymerisation auch in 5`-zu 3`Richtung zu beginnen (Watson, 
1972). Danach werden die RNA-Primer abgebaut und durch DNA- Neusynthese, 
ausgehend von einem vorgelagertem Primer, ersetzt.  
Daraus resultiert, dass nach jeder DNA-Replikation das eine Ende des linearen 
Chromosomes vollständig repliziert wird, während am anderen eine Lücke durch den 
Abbau des Primers entsteht. Da die DNA-Polymerase diese Lücke nicht erneut 
auffüllen kann, wird dieses chromosomale Ende mit jedem Zellteilungsprozess 
aufgrund dieser unvollständigen Replikation kürzer (Olovnikov, 1971).  
Jede Zellteilung resultiert in einem Verlust von 50-100 Basenpaaren (Levy et al., 
1992). Erreichen die Telomere ein definierte kritische Länge gehen die Zellen in eine 
Art programmierten Ruhezustand, die sog. Seneszenz, über. Harley (1990) konnte 
nachweisen, dass aufgrund dessen die Anzahl möglicher Zellteilungen auf 50-70 pro 
Zelle limitiert ist. Somit beeinflusst die Telomerlänge die replikative Potenz jeder 
Zelle, hier verwendet man auch den Begriff der sog. „mitotic clock“ (Harley, 1991). 
Dabei ist die initiale Telomerlänge maßgeblich entscheidend, wie oft sich eine Zelle 
teilen kann (Allsopp et al., 1992; Chan und Blackburn, 2004; Hayflick und Moorhead, 
1961).  Manche Zellen (fetale Zellen, Keimzellen) benötigen jedoch unbegrenztes 
proliferatives Potential, um ihre ihnen zugedachte Funktion erfüllen zu können. In 
diesen Zellen kann die Telomerlänge durch das Enzym Telomerase aufrechterhalten 
werden. Und auch in Tumorzellen konnte eine signifikant höhere Telomerase-
Aktivität nachgewiesen werden.  
1.2.5 Immortalität 
 
Mit jeder Zellteilung verkürzen sich die Telomere. Je kürzer die Telomere, desto 
größer ist auch die potentielle Anzahl an karyotypischen Veränderungen (Ducray et 
al., 1999). Chromosomen-Enden mit stark verkürzten Telomerlängen sind anfällig, 
miteinander durch nicht-homologe Zusammenschlüsse zu fusionieren (Capper et al., 
2007). Die daraus hervorgehenden dizentrischen Chromosomen stabilisieren zwar die 
telomerfreien Enden, brechen jedoch leicht in der Mitose auf und können damit in 
einen Kreislauf von chromosomalen „breakage-fusion“ Ereignissen eintreten, der die 
konventionellen DNA-Reparaturmechanismen außer Kraft setzt. Dieser Zustand 
genomischer Instabilität ist assoziiert mit einer Anhäufung genetischer 
Veränderungen, wie beispielsweise Deletionen, unbalancierten Translokationen und 
Gen-Amplifikation. Ab einer kritischen Telomerlängenverkürzung gehen die Zellen 
daher, kontrolliert über bestimmte Gene wie p53, p16 oder RB, in einen irreversiblen 
Wachstumsstop über, die sog. zelluläre Seneszenz (Harley et al., 1990; Karlseder et 
al., 2002). Seneszente Zellen leben dabei ausserhalb des regulären Zellzyklus noch 
eine lange Zeit ohne nachweisbare Zellteilungen weiter. Werden genannte 
Kontrollgene jedoch inaktiviert, können Zellen die Seneszenz umgehen. Die 
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Lebensspanne dieser Zellen verlängert sich dann um weitere 20-30 zusätzliche 
Zellteilungen (Counter et al., 1992; Wright et al., 1989), in denen sich der Verlust 
telomerischer DNA fortsetzt und sich die genomische Instabilität durch die schwer 
funktionsgestörten und beschädigten Telomere erhöht. Dies führt letztendlich zu einer 
proliferativen Krise mit ausgeprägtem Zelltod, der sog. „crisis“ oder auch M2. 
(mortality stage 2)(vgl [Remes et al., 2000]). Ungefähr eine Zelle von 107 Zellen 
überlebt dieses M2-Stadium und wird immortal.  Die Grundvorraussetzung für die 
zelluläre Unsterblichkeit besteht dabei in der Etablierung eines Telomerlängen 
aufrechterhaltenden Mechanismus (Counter et al., 1994; Harley, 1994). 
1.2.6 Mechanismen der Telomerlängenerhaltung 
 
Bislang weiß man, dass Tumorzellen ihre Telomerlängen zum einen mittels 
reaktivierter Telomerase (s. Kapitel 1.2.3.) oder zum anderen durch einen alternativen 
Verlängerungs-Mechanismus aufrecht erhalten können. Dabei konnte eine erhöhte 
Telomerase in Keim- und Stammzellen, als auch in 60% der immortalen Zelllinien 
nachgewiesen werden (Henson et al., 2002). In epithelialen Tumoren werden die 
Telomerlängen sogar in 85-90% der Fälle durch eine erhöhte Telomeraseaktivität 
aufrechterhalten (Counter et al., 1992; Kim et al., 1994). Dabei geht man davon aus, 
dass eine erhöhte Enzymaktivität zum einen auf die mangelnde Unterdrückung 
während der Zellentwicklung, zum anderen auf einer Reaktivierung im Verlauf der 
Tumorgenese zurückzuführen ist (vgl. [Hiyama et al., 1992]). Vor allem Tumore des 
mesenchymalen und neuroepithelialen Ursprungs nutzen dagegen einen alternativen 
Weg zur Telomerstabilisierung, das sog. „alternative lenghtening of telomeres“ (ALT) 
(Heaphy et al., 2011; Henson et al., 2005; Henson und Reddel, 2010; Scheel et al., 
2001; Ulaner et al., 2003). 
ALT stellt einen Telomerase-unabhängigen Mechanismus dar, mit dem telomerische 
DNA mithilfe homologer, DNA als Schablone nutzende, Rekombination vervielfältigt 
wird (Dunham et al., 2000; Henson und Reddel, 2010). Als Rekombinationsvorlage 
können dabei sowohl das zu reparierende Telomer, andere Telomere oder weitere 
ALT-spezifische Zellbestandteile (ECTR, T-SCE, T-ICE) dienen (Bollmann, 2007). 
Die Rekombination ist stark mit den in den Zellen regulär vorkommenden DNA-
Reparaturmechanismen verbunden. Viele der Proteine, die beispielsweise in sog. 
ALT-assoziierten „promyelocytic leukemia bodies“ (APBs) nachgewiesen werden 
konnten, sind an der Wiederherstellung von Doppelstrangbrüchen beteiligt (vgl. 
[Bollmann, 2007]). Im Zuge einer kritischen Telomerverkürzung werden die nun 
ungeschützten chromosomalen Enden von DNA- Reparaturmechanismen als 
Doppelstrangbrüche erkannt. Daraufhin erfolgt beispielsweise die Generierung eines 
3`Einzelstrang-Überhanges durch Exonukleasen, der sich an ein anderes Telomer 
anlagert und durch eine DNA-Polymerase an diesem verlängert und dupliziert wird. 
Demnach erfolgt mit dem Versuch die dysfunktionalen Telomere zu reparieren, deren 
Verlängerung (Yeager et al., 1999). Diese Reparaturversuche führen zu einer 
ausgeprägten Heterogenität der Telomere, durch die sich die nachfolgenden hohen 
Rekombinationsraten erklären lassen. Sowohl stark verlängerte Telomere, die einen 
größeren, nicht durch den t-loop geschützten, Teil besitzen, als auch stark verkürzte 
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Telomere, die aufgrund ausgeprägter Deletionen kein adäquates Capping mehr 
gewährleisten können, stellen einen Ausgangspunkt für Rekombination dar. ALT 
Zellen haben demnach die Fähigkeit verloren Verkürzungs- und 
Verlängerungsmechanismen ihrer Telomere auszugleichen (vgl. [Bollmann, 2007]). 
Dabei stellen lange und heterogene Telomerlängen, die Präsenz von APBs und 
überhäufig auftretende extrachromosomale telomerische Wiederholungen (ECTR) 
typische phänotypische Merkmale der ALT positiven Zellen dar. Es hat sich gezeigt, 
dass auch „C-Circles“ (CCs), partiell doppelsträngige zirkuläre ECTRs, in denen der 
C-reiche Strang komplett und der G-reiche Strang lückenhaft ist, ALT-spezifisch sind 
(vgl. [Farooqi et al., 2014]). 
Man geht mittlerweile davon aus, dass die Inaktivierung bestimmter 
Tumorsuppressorgene (p53, RAD1, RB) (Chen et al., 2006; Sood et al., 2002) oder 
Mutationen bzw. Aberrationen anderer Gene beispielsweise DAXX -oder ATRX- 
Mutationen eine Aktivierung von ALT erlauben (Heaphy et al., 2011). Experimentell 
reaktivierte p53- Funktion führte in Tumorzelllinien zu einem Wachstumsstopp und 
Zelltod (Bossi and Sacchi, 2007).  Es gibt Hinweise darauf, dass ALT auch in der 
Genese und klinischem Verlauf von  Neuroblastomen eine wichtige Rolle spielt 
(Farooqi et al., 2014; Lundberg et al., 2011). 
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2 Ziel- und Fragestellung  
 
Der prognostische Einfluß einer Telomerlängenveränderung konnte bislang in vielen 
Tumoren und anderen Erkrankungen nachgewiesen werden. In Bezug auf das 
Neuroblastom liegen Hinweise vor, dass eine Längenveränderung der Telomere 
ebenfalls mit der Prognose der betroffenen Patienten assoziiert ist. 
Allerdings widersprechen sich hierbei die Ergebnisse, inwiefern sich bzw. ob speziell 
eine Verkürzung oder eine Verlängerung der chromosomalen Enden das Überleben 
der Patienten beeinflußt. 
In diesem Kontext soll die vorliegende Arbeit die prognostische Aussagekraft einer 
Telomerlängenveränderung in MYCN-nicht amplifizierten Neuroblastomen beurteilen. 
Hierfür wurde eine monochrome multiplex q-RT-PCR zur relativen 
Telomerlängenmessung als neue Untersuchungsmethode etabliert und ihre klinische 
Praktikabilität ausgewertet. Die ermittelten Telomerlängen wurden nachfolgend 
zunächst mit ausgesuchten klinischen Variablen korreliert und auf Zusammenhänge 
überprüft. In die Analyse wurden die klinischen Parameter Alter bei Erstdiagnose, 
Tumorstadium, Primärlokalisation des Tumors, Histologie, Geschlecht und 
Rezidivauftreten einbezogen. Anschließend wurde die Telomerlänge einzeln auf ihren 
prognostischen Einfluß auf das Gesamt- und ereignisfreie Überleben der Patienten 
untersucht.  
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Die Neuroblastomforschungsgruppe um Prof. Dr. med. Holger Christiansen stellte 
freundlicherweise die, für diese Arbeit untersuchten, Tumorproben von 420 primären 
Neuroblastomen zur Verfügung. Entsprechend den Richtlinien der aktuellen 
Neuroblastomstudie NB 2004 der Deutschen Gesellschaft für Pädiatrische Onkologie 
und Hämatologie und deren Vorläufer, erfolgte bundesweit die Einsendung der 
Biopsate oder Resektate primärer Neuroblastome zur weiterführenden Diagnostik an 
die Studienzentrale in Köln und an weitere Referenzlabore (Universitätsklinik 
Leipzig). Hier erfolgte die sofortige Aufarbeitung des Tumormaterials, die 
Bestimmung des MYCN-Status und die Konservierung der Probe bei -80°C. Alle 
weiteren Angaben über die in der Arbeit untersuchten klinischen Parameter, wie Alter 
der Patienten, Tumorstadium, Primärlokalisation, Histologie etc., wurden der 
bundesweiten Studien-Datenbank entnommen.  Bei großer Fallzahl aus einer 
etablierten Tumorbank ist die Repräsentativität der klinischen Parameter 
gewährleistet. 
3.1.2 Primer  
 
Sämtliche Primer wurden von der Firma Purimex im Maßstab 200nmol bezogen. Die 
Stammlösung wurde im Falle der  Telomer-Primer im Verhältnis 1:5 und dem der 
Albumin Primer 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt und entsprechend des PCR 
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QIAmp DNA-Mini Kit 250 (Qiagen, Cat.No: 51306) 
3.1.4 PCR 
 
96 Well Multiply PCR Platte (SARSTEDT;REF.-NR.: 72.1980.202) 
BIO-RAD PCR Sealers, clear, Microseal R `B`-Film; MSB 1001 
HST Plus Mastermix Qiagen (Kat.-Nr.: 203646) bestehend aus: 
- 2500 U Hot Star taq Plus DNA-Polymerase insgesamt 
- PCR Puffer mit 3mM MgCl2, 400 µM je dNTP 
SYBR-Green (Invitrogen; Sybr-Green I nucleic acid gel, 1:1000 im PCR-Ansatz) 
Formamid (SIGMA, Endkonz.: 3,5%) 
MgCl2 25mM (Endkonz.: 3mM, ROTH) 
RNAase free water (Qiagen, Mat.-Nr. 1020721) 
Primer TELG/C 1:5 (, Purimex, Ausgangskonzentration 200nM) 
Primer ALBD/U 1:10 (Purimex, Ausgangskonzentration 200nM) 
3.1.5 Gelelektrophorese 
 
6% iges Agarose Gel (Roti R Garose, ROTH, Art.-Nr.: 3810.2)  
1% iger TAE-Puffer 
50% iger TAE-Puffer 
1kb Basen- Ladder (Gene Ruler Plus 1 kb; FERMENTAS, 0,5µg/µl) 
Farbstoff (Qiagen, Coral Load, Stock-Konz. 10x; Mat.-Nr. 1039638) 
1% ige Ethidiumbromid-Lösung  
3.1.6 Geräte 
 
Ultrospec 2100 (Amersham Biosciences)  
Vortex Genie 2 TM 
HLC-Heizblock 
IKA Ikamag Reo S-6 
Zentrifuge Eppendorf 5415 C 
Biorad C 1000 Thermal Cycler 
Auswertung: CFX 96 Real Time PCR System 
Image Master VDS (Pharmacia Biotech) 
Auswertung: LisLab Application Vers. 2.0. (capture utility for long integration 
cameras) 
Gel-Elektrophorese-Kammer (Bio Rad) 
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3.1.7 Sonstige Materialien: 
	  
- Handschuhe Peha softnitrile (HARTMANN) 
- Pipetten GILSON 2 µl, 10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl,1000 µl 
- Pipettenspitzen (BIOSPHERE) 0,1-125 µl 
- Pipettenspitzen (GREINER bio-one, Filtertip FT 20)  





Die Herstellung der internen Kontroll-DNA erfolgte aus 20 mg Plazenta-Gewebe 
mithilfe des Qiagen DNA Mini Kits und nach dem „Tissue Protocol. QIAmp DNA 
Mini Kit“. Dafür wurde das Gewebe zunächst homogenisiert und einer Protein K 
Digestion unterzogen. Dem Hinzufügen der RNase A, anschließender Inkubation und 
Zentrifugation folgte die Zugabe von AE-Puffer zur DNA. Nach erneuter Inkubation 
und Zentrifugation erfolgte die DNA-Präzipitation mittels 96%-igem Ethanol. Dem 
schlossen sich mehrfach wiederholte Zentrifugations- und Auswaschvorgänge an. 
Verlängerte Inkubationszeiten und ein zusätzliches Auswaschen mit AE- Puffer 
erhöhte die endgültige DNA-Konzentration. Die Reinheit der hergestellten DNA 
wurde mithilfe spektrophotometrischer Untersuchung kontrolliert. Dabei wurde eine 
Absorptions-Ratio der Wellenlänge 280nm (A280) zu 260 nm (A260) von 1.7-1.9 für 
die gewünschte Reinheit der DNA definiert. 
3.2.2 DNA- Quantifizierung  
 
Die Bestimmung der Reinheit und Konzentration der DNA-Proben, als auch die 
einheitliche Konzentrationseinstellung auf 50 ng/ml erfolgte durch 
spektrophotometrische Messungen (Ultrospec 2100; Amersham Biosciences) bei 
einer Wellenlänge von OD 260/230 und 280/260 nm.  
 
3.2.3 Monochrome multiplex q-Real-time PCR (MMQRT-PCR) 
3.2.3.1 Allgemeines Prinzip der PCR 
 
Die PCR dient der Vervielfältigung bestimmter DNA-Sequenzen in vitro. Dabei wird 
zunächst mittels hoher Temperaturen (94-96°C) die zu untersuchende DNA 
denaturiert. In dieser Arbeit wurde eine sog. Hot Start DNA-Polymerase verwendet, 
die zur Aktivierung eine zusätzliche Inkubationszeit von 10 Minuten bei hoher 
Temperatur benötigt. Im zweiten Schritt lagern sich die Primer an die nun 
vorliegenden Einzelstränge an (sog. Primer annealing). Dabei ist die angewendete 
Temperatur abhängig von Länge und Sequenz des Primers, d.h. die Albumin-Primer 
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benötigen durch ihr spezielles GC-reiches Design einen höheren Schmelzpunkt als die 
Telomerprimer. Mittels semikonservativer Replikation vervollständigt die Polymerase 
abschließend die neu entstandenen DNA-Stränge. Die Gesamtzyklusanzahl beläuft 
sich je nach Fragestellung auf 12-50 Zyklen, wobei jeder einzelne Zyklus sich aus 
diesen 3 Schritten zusammensetzt. 
3.2.3.2 Monochrome multiplex q-RT-PCR 
 
Im Gegensatz zur konventionellen q-RT-PCR, in der die Template- und Kontroll-
Gen-Amplifizierung in getrennten Wells durchgeführt wird, können in einer multiplex 
qRT-PCR verschiedene Template-DNAs gleichzeitig und im selben Ansatz 
vervielfältigt und deren Fluoreszenzsignale gemessen werden. Die in dieser Arbeit 
verwendete Methode der Telomerlängemessung beruht darauf, dass in der zu 
amplifizierenden DNA zwei unterschiedliche Zielsequenzen sich in ihrer 
Kopienanzahl unterscheiden, d.h. dass ein Amplikon, in dieser Arbeit die 
telomerischen Repeats, deutlich häufiger vorkommt verglichen zum anderen, dem 
sog. Single-copy Gen (SCG), welches nur in einer Kopie pro Genom vorliegt 
(Cawthon, 2009). Dabei werden die Signale der ersten Zielsequenz, den Telomeren, 
in frühen Zyklen beobachtet, bevor die Signale des zweiten Amplikons, dem 
Kontroll-Gen, den Schwellenwert erreichen. Dessen Signalmessung wiederum erfolgt 
erst unter Temperaturen, die die telomerischen PCR Produkte vollständig denaturieren 
lassen. Dadurch erfolgt die komplette Loslösung sowohl von Farbstoff als auch von 
DNA-Polymerase, so dass diese bei der Amplifikation des zweiten PCR Produktes 
wieder zur Verfügung stehen. Vorraussetzung für diese Methode ist die Hitzestabilität 
der DNA-Polymerase und spezielle Primerdesigns (s. Kapitel 3.2.3.3.3.). Eine weitere 
Besonderheit dieser Methode stellt die Nutzung eines einzigen Farbstoffes als 
Fluoreszenzgeber dar, daher monochrome PCR. In dieser Arbeit wurde der DNA-
interkalierende Farbstoff SYBR Green I verwendet. 
Die Telomerlänge wird definiert als das relative Verhältnis der Kopiensequenzen der 
Telomere (T) zu Albumin (S), dem Kontroll-Gen (SCG). Die daraus resultierende T/S 
ratio verhält sich proportional zur durchschnittlichen Telomerlänge. Je länger die 
Telomere, desto höher ist demnach auch die durch die Telomerprimer amplifizierte 
Kopienanzahl und desto höher die T/S ratio. Die Bestimmung der DNA-
Ausgangskonzentrationen der einzelnen Proben erfolgte mittels Standardkurven für 
beide Amplikone. Dafür muß die initiale Konzentration des Standards bekannt sein 
und dieser die Sequenz des Amplikons bzw. der Amplikone enthalten. Nach der 
Amplifizierung verschiedener Verdünnungsstufen des Standards lassen sich die 
daraus resultierenden Ct-Werte gegen den 10-fachen Logarithmus der Startkopienzahl 
auftragen. „T“ und „S“ entsprechen demzufolge der jeweiligen logarithmischen 
Startkopienanzahl der Standard-DNA, die mit einer bestimmten Kopienanzahl des 
Telomer- bzw. des SCG-Templates in der experimentellen DNA übereinstimmt. 
Proben mit einer T/S ratio größer 1.0 besitzen eine Telomerlänge größer der der 
Standard-DNA, T/S ratios  < 1.0 bedeuten, dass die Telomerlänge kleiner als die der 
verwendeten Referenz sein muß.  
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Für die PCR Reaktionen verwendeten wir Aliquots von 16 µl des PCR Ansatzes pro 
Well einer 96er-Platte, gefolgt von jeweils 4 µl Proben-DNA, mit einem daraus 
resultierenden Gesamtvolumen von 20 µl je Well. In jeder PCR wurden neben der zu 
untersuchenden Tumor-DNA, eine Negativkontrolle (NTC), eine Kontroll-DNA bzw. 
Positiv-Kontrolle mit bereits bekannter Telomerlänge (Plazenta DNA) und eine 
Standardkurve mitgeführt. Dabei wurden die Tumor- und Kontroll-DNA, als auch die 
Negativkontrolle in Triplikaten, die Standardkurve als Duplikat pipettiert. Für die 
Herstellung der Standardkurve nutzten wir die auch für die interne Kontrolle 
verwendete Plazenta-DNA. Hier stellten wir eine 5-fache 1:3 Verdünnungsreihe her 
mit daraus resultierenden Konzentrationen  von 150 ng/µl, 50 ng/µl, 16,7 ng/µl, 5,5 
ng/µl und 1,85 ng/ µl. Zum besseren Vergleich der Einzelläufe wurde die interne 
Kontroll-DNA als Positivkontrolle in jedem Lauf mitgemessen. Die Negativkontrolle 
bildete der PCR-Mastermix ohne DNA. 
 
3.2.3.3.1 PCR-Plattenbelegung  
	  
Abbildung 1. Beispiel für Belegung einer 96-Well Platte mit folgender Bedeutung: Unk 1-10: Tumor-
DNA; Unk 11: Standard-DNA (Plazenta-DNA); NTC- Negativ-Kontrolle; Std: Standardkurve (Std-1: 
150ng/µl; Std-2:50 ng/µl; Std-3: 16,7 ng/µl; Std-4: 5,5 ng/µl; Std-5:1,85 ng/µl). 
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3.2.3.3.2 PCR Ansatz 
 
In der Etablierungsphase wurden einige Modifizierungen am PCR Ansatz 
vorgenommen: statt der von Cawthon verwendeten Ampli Taq Gold DNA 
Polymerase (Applied BiosystemsR) mit einer Konzentration von 0,625 U je 25µl 
Reaktionsansatz verwendeten wir die Hot Star Taq DNA Polymerase in  der 
Konzentration von 1 U je 20µl Reaktionsansatz. Zudem nutzten wir einen 
vorgefertigten Mastermix, so dass dadurch auch die Konzentration der verwendeten 
dNTPs von Cawthons Protokoll abwich (statt 0,2mM/dNTP hier 0,4mM je dNTP). 
Statt Betaine (1M) verwendeten wir 3,5%iges Formamid. Das Primerdesign der 
Telomer- und Albumine behielten wir bei, jedoch verwendeten wir die Primer in einer 
Konzentration von 1000nM statt 900nM. 
 
PCR- Ansatz ( Pipettierschema) 
 
-­‐ 10µl HST Plus Master Mix  
-­‐ 10 x 2µl  SYBR Green  
- 1,2 µl MgCl2 50 mM Stock (Endkonzentration 3 mM) 
- 1 µl Primer telg/telc (Konzentration 1:5) 
- 1 µl Primer albu/albd (Konzentration 1:10) 
- 0,7 µl 3,5% Formamid 
- 0,1 µl Aqua dest. 
= 16 µl Ansatz  
+ 4 µl Template (Tumor-DNA- Proben; Konzentration 5 ng/ µl) 
 
3.2.3.3.3 PCR-Bedingungen  
 
Alle PCRs wurden in dem Biorad CFX 96 Real Time PCR System/ Biorad C 1000 
Thermal Cycler mit einem 20 µl Ansatz pro Well durchgeführt. Das PCR-Programm 
für beide Amplikons startete mit einer 15-minütigen Inkubationszeit bei 95 bzw. 
94°C, um die im Mastermix enthaltene Polymerase (HotStar Taq DNA Polymerase) 
zu aktivieren. Dem folgten zwei Zyklen niedriger Temperaturen, um ein optimales 
Annealing der Primer zu gewährleisten. Der dritte Schritt entsprach dem Ablauf der 
konventionellen PCR, d.h. Denaturierung, Anlagern der Primer und Amplifikation der 
DNA. Die erste Signalmessung der Telomer-PCR Produkte erfolgte bei 74°C. Durch 
eine nochmalige Erhöhung der Temperatur auf 84°C denaturierten die früh 
amplifizierten Telomer-PCR-Produkte und die DNA-Polymerase wurde erneut 
freigesetzt. Im Inkubationsschritt bei 88°C konnte diese nun die Albumin-PCR-
Produkte amplifizieren.  
Vorrausetzungen für die Amplifikation von zwei Amplikons in einer PCR Reaktion 
waren zum einen die Hitzestabilität der verwendeten Polymerase zum anderen das 
spezielle Primer-Design sowohl der Telomer- als auch der Albumin-Primer. Das 
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Zusammenspiel der Telomer-Primer ermöglichte die Bildung eines definiert kurzen 
(max. 40-80bp) PCR Produktes, welches dadurch bei relativ niedrigen Temperaturen 
amplifiziert werden konnte. Die Albumin-Primer zeichneten sich dagegen aufgrund 
ihres Guanin-Cytosin reichen 3`Endes (sog. „GC-clamp“) durch eine sehr hohe 
Schmelztemperatur aus. Die Freisetzung der Polymerase durch die Denaturierung des 
ersten PCR-Produktes bei nochmaliger Temperaturerhöhung, verhinderte einen 
Enzymmangel während der darauf folgenden Amplifikation.  
Da durch die unselektive Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green I an 
jegliche Amplifikationsprodukte auch unspezifische Fluoreszenzsignale entstehen, 
erfolgte direkt im Anschluß an die PCR die Schmelzkurvenanalyse. Diese 
ermöglichte eine Differenzierung zwischen möglicherweise entstandenen 
unspezifischen und spezifischen Amplifikationsprodukten anhand ihrer 
Schmelzpunkte und dem Profil ihrer Schmelzkurve. Nach dem letzten 
Amplifikationszyklus wurden dazu die Ansätze auf 97°C erhitzt und nachfolgend die 
Temperatur in 0,5°C- Schritten auf 65°C abgekühlt. Wir erweiterten den 
Temperaturbereich der Schmelzkurve von 72°C -95°C (s. Cawthon) auf 65°C -97°C.  
Der spezifische Schmelzpunkt eines Amplikons war dabei als diejenige Temperatur 
definiert, bei der eine Fluoreszenzintensitätsänderung (y-Achse) mit einer Änderung 
der Temperatur (x-Achse) maximal war.  
3.2.3.3.4 RT-PCR-Ablauf 
           
95°C                    5 min  
94°C     10 min *             
94°C     15 sec                       
49°C     15 sec 
94°C              15 sec 
56°C             10 sec 1)               
74*°C             15 sec 2)           
84°C     10 sec 3) 
88*°C    15 sec 4) 
95°C                10 sec 
97°C-65°C  in 0,5 °C Schritten       30 sec/Schritt 5)  
 
* Inkubationszeit für die Aktivierung der Polymerase 
1) Annealing Telomer-Primer 
2) bei 74°C Signalmessung für Telomer (Telg/ Telc)  
3) Annealing Albumin-Primer 
4) bei 88°C Signalmessung für Kontrollgene (Albu/ Albd) 
5) Schmelzkurvenanalyse 
Abbildung 2. Temperaturprogramm der MMQPCR mit anschließender Schmelzkurvenanalyse  
	  2 Zyklen 35 Zyklen 
Material	  und	  Methoden	  
	  




Zur besseren Auftrennung bei zu erwartenden kleinen Fragmentgrößen erfolgte die 
Elektrophorese der PCR-Produkte in 6%igen Agarosegelen. Es wurden 
standardmäßig Gele in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris/Cl, 1 mM, EDTA pH 8) 
verwendet. Die Auftrennung erfolgte dabei bei 80mV. Coral Load wurde als 
Lauffarbstoff genutzt. Zur Einordnung der PCR-Produkt-Fragment-Größen wurde ein 
1 kb Molekulargewicht-Größenmarker ausgewählt. Die Anfärbung erfolgte mit 
1%iger Ethidiumbromid-Lösung mit nachfolgender Visualisierung der Banden mit 
UV-Transluminator bei einer Wellenlänge von 312 nm. 
 
3.3 Statistische Analyse 
 
Die statistischen Analysen erfolgten mit der Software SPSS Version 22. 
Mithilfe einer Standardkurve wurde aus denen im Dreifachansatz gemessenen Ct- 
Werten von Telomeren und Albuminen die jeweilige Kopienanzahl, „T“ für Telomere 
und „S“ für Albumine, ermittelt (s. Kapitel 3.2.3.1.). Die Überprüfung dieser Daten 
auf ihre Übereinstimmung erfolgte mithilfe der Interrater-Reliabilität Kappa (κ). Ein 
hohes Maß der Übereinstimmung galt bei einem κ ≥ 0,75 definiert. Die relative 
Telomerlänge wurde als “verkürzt” und “verlängert” im Vergleich zur internen 
Kontrolle definiert. Dabei galten Telomere mit einer T/S ratio < 1 verkürzt, Telomere 
mit einer T/S ratio > 1 entsprechend verlängert ( s. Kapitel 3.2.3.1.). Um die 
Auswirkung extremer Telomerlängenveränderungen auf das Gesamt- und 
ereignisfreie Überleben genauer beurteilen zu können, erfolgte eine Einteilung der 
T/S ratio in folgende Bereiche: stark verkürzt (T/S ratio ≤ 0,63 (≤ 10. Perzentile)), 
verkürzt (T/S ratio 0,63-1), verlängert (T/S ratio 1-1,22) und stark verlängert (T/S 
ratio ≥ 1,22 ( ≥ 90. Perzentile)).  
Uni- bzw. multivariate Analysen erfolgten mit dem Pearson Chi-Quadrat Test bzw. 
logistischem Regressionsmodell.  
Die relative Telomerlänge wurde auf Zusammenhänge mit ausgewählten klinischen 
Variablen wie Alter bei Erstdiagnose, Tumorstadium, Histologie, Geschlecht, 
Rezidivauftreten und Primärlokalisation untersucht. Die uni- bzw. multivariate 
Analyse erfolgte mit dem Pearson Chi-Quadrat-Test bzw. logistischem 
Regressionsmodell. Anschließend wurden die klinischen Variablen auf ihren Einfluß 
auf das Gesamtüberleben bzw. die relative Telomerlänge auf ihren Einfluß sowohl auf 
Gesamt- als auch auf das ereignisfreie Überleben analysiert. Das Gesamtüberleben 
wurde hierbei als der Zeitraum von Erstdiagnose und Zeitpunkt des letzten Follow-up 
oder Tod des Patienten festgelegt. Patienten, die beim letzten Follow up lebten, 
wurden zensiert. Das ereignisfreie Überleben wurde als Zeitperiode zwischen 
Diagnose und erstem Ereignis definiert. Dabei galten Rezidiv, Progression oder Tod 
als Ereignis. Patienten, die kein Ereignis aufwiesen, wurden zum letzten Datum des 
Follow up zensiert. Die univariate Analyse erfolgte mit dem log rank Test, um 
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diejenigen klinischen Variablen zu identifizieren, die eine signifikant prädiktive 
Aussagekraft auf das Gesamtüberleben haben. Diese wurden anschließend im 
multivariaten Cox-Regressionsmodell weiter untersucht. Die 
Überlebenswahrscheinlichkeiten wurden mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven 
berechnet. Relativen Risiken und 5-Jahres-Überlebensraten wurden mit 95%igen 
Konfidenzintervallen angegeben. Für die statistischen Analysen wurde ein 
allgemeines Signifikanzlevel von p< 0,05 festgelegt. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Auswertung des Patientenkollektivs 
 
In dieser Arbeit wurden 420 Tumor-DNA-Proben primärer Neuroblastome mit 
Erstdiagnosen von 1983-2001 untersucht. Alle Tumore waren MYCN nicht-
amplifiziert. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung betrug 15 Monate (min. 0 
Monate/ max. 212 Monate), das mediane Alter 88 Monate (min. Überlebenszeit 0 
Monate/ max. Überlebenszeit 220 Monate). Die 5-JÜR des gesamten 
Patientenkollektivs betrug 0,73 (95% KI 0,68-0,77), die 5-Jahres-Rate des 
ereignisfreien Überlebens 0,66 (95% KI 0,61-0,70). Von den 420 untersuchten 
Patienten überlebten 297 (70,7%), 123 verstarben. Folgende klinische Variablen 
wurden hinsichtlich ihres Einflußes auf das Gesamtüberleben untersucht: Geschlecht, 
Alter bei Erstdiagnose, Stadium, Primärlokalisation, Histologie und Rezidivauftreten. 
Unvollständige Patientendatensätze wurden bei der Auswertung nicht berücksichtigt.  
207 der untersuchten Patienten waren männlich, 189 weiblich. Somit ergab sich ein 
Geschlechterverhältnis von 1,1:1.  
In Neuroblastomstudien der GPOH werden Patienten mit MYCN nicht-amplifizierten 
Neuroblastomen bei einem Erstdiagnosealter älter 12 Monate und Stadium IV der 
Hochrisikogruppe zugeordnet. Orientierend daran wurde in dieser Arbeit dieser cut 
off, zusätzlich zu, in aktuellen internationalen Studien verwendete, Alters cut off von 
18 Monaten, berücksichtigt (Cohn et al., 2009).  
In der Altersgruppe ≤ 12 Monaten befanden sich 175 Patienten, in der ≤ 18 Monaten 
239 Patienten. Bereits 40% der Erstdiagnosen (n = 175) erfolgte innerhalb des ersten 
Lebensjahres und bis zum 2. Lebensjahr wurde die Mehrheit der Neuroblastome 
diagnostiziert (n=265). 
Der Großteil der Tumore war zum Zeitpunkt der Erstdiagnose in Stadium IV (n=126). 
In absteigender Häufigkeit fanden sich weiterhin 107 Patienten in Stadium Ia/Ib, 78 
Patienten in Stadium III und in gleicher Verteilung 50 Patienten in Stadium II bzw. 
IVs.  
In dem untersuchten Patientenkollektiv fanden sich mehrheitlich abdominale (n=133) 
und adrenale Neuroblastome (n=180). Thorakale Neuroblastome sah man in 67, 
zervikale in 13 Fällen. 10 Tumore traten im Becken und 7 kombiniert auf. Aufgrund 
zu geringer Fallzahlen wurden letztgenannte Daten nicht in die Auswertung mit 
einbezogen.  
Die histologische Klassifizierung in den deutschen Neuroblastomstudien erfolgte nach 
Hughes und Harms (Harms und Wilke, 1979). Von 408 histologisch untersuchten 
Neuroblastomen wurden 158 Grad III, 108 Grad II und 74 Grad I/ Ia zugeordnet. 
Weitere 39 Neuroblastome wurden als Grad Ib eingestuft. Die Diagnose eines 
Ganglioneuromes fand sich bei 8 Patienten, bei 21 Patienten wurde kein Grading 
durchgeführt, bzw. fand sich in der histologischen Probe kein Tumorgewebe oder nur 
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Tabelle 4. Allgemeine Beschreibung des untersuchten Patientenkollektivs  
 Alle Patienten (n = 420) 
Klinische Variable Überlebend/ 
Zensiert (n = 297) 
Verstorben        
(n= 123 ) 
Gesamtzahl 
Alter bei Erstdiagnose    
≤ 12 Monate 154 21 175 
≥ 12 Monate 143 102 245 
≤ 18 Monate 216 23 239 
≥ 18 Monate 81 100 181 
    
Geschlecht 1)    
Männlich 150 52 202 
Weiblich 128 52 179 
    
Stadium 2)    
Ia/Ib 101 6 107 
II 48 2 50 
III 60 18 78 
IV 42 84 126 
IVs 44 6 50 
    
Histologie 3)    
I/Ia 52 22 74 
Ib 18 21 39 
II 87 21 108 
III 111 47 158 
Ganglioneurom (6) (2) (8) 
Kein 
Grading/Nekrose 
(11) (10) (21) 
    
Primärlokalisation4)    
Zervikal 13  -  13 
Thorakal 52 15 67 
Abdominal 94 39 133 
Adrenal 123 57 180 
Kombiniert 2 5 7 
Becken 8 2 10 
    
Rezidivauftreten    
Kein Rezidiv 282 75 357 
Rezidiv 15 48 63 
 
1) 30 Werte fehlen; 2) 9 Werte fehlen; 3) 33 Werte fehlen; 4) 10 Werte fehlen 
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4.2 Klinische Variablen und Gesamtüberleben 
	  
Sowohl zunehmendes Alter bei Erstdiagnose, höhere Stadien, abdominale bzw. 
adrenale Lokalisation des Primärtumors als auch aufgetretenes Rezidiv hatten einen 
eindeutig negativ prognostischen Einfluß auf das Gesamtüberleben.  
Das Geschlecht hatte keinen statistisch signifikanten Einfluß auf das 
Gesamtüberleben. Von den 202 männlichen Patienten verstarben 52, von den 
weiblichen 51 (p= 0,64). 
Die 5-JÜR bei Erstdiagnose innerhalb des ersten Lebensjahres betrug 0,89 (95% KI 
0,83-0,93) und verringerte sich bei Erstdiagnosealter über einem Jahr auf 0,62 (95% 
KI 0,54- 0,66; p < 0,001). Patienten jünger 18 Monate hatten eine 5-JÜR von 0,91 
(95% KI 0,87-0,94), waren sie jedoch älter, sank diese Rate auf 0,48 (95% KI 0,41-
0,55; p < 0,001).  
Je höher das Stadium, desto geringer auch die Überlebenswahrscheinlichkeit. 
Während in den Stadien I, II, III und IVs die klare Mehrheit der Patienten überlebte, 
verstarben ca. 75% der Patienten in Stadium IV. Das relative Risiko zu versterben war 
in Stadium IV im Vergleich zu Stadium I-III um das 16-fache erhöht (OR 16,1[95% 
KI 9,26-27,88]; p < 0,001). Das Stadium IVs nahm hierbei eine Sonderstellung ein, da 
diese Patienten trotz ausgeprägter Metastasierung eine gute Prognose besaßen.  
Neuroblastome mit abdominaler oder adrenaler Primärlokalisation hatten tendenziell 
eine schlechtere Prognose. Die 5-JÜR bei zervikalem/thorakalem Neuroblastom 
betrug 0,82 (95% KI 0,74-0,90), mit abdominalen/adrenalen Tumoren dagegen 0,71 
(95% KI 0,66- 0,76; p= 0,046). 
Entsprechend des Klassifikationssystems (Harms und Wilke, 1979) erfolgte die Ein-
ordnung der Neuroblastome  in folgende Untergruppen: Grad I/Ia, Ib, II und III. Auf-
grund zu geringer Fallzahl wurden die Ganglioneurome nicht mit in die statistische 
Auswertung einbezogen. Tumore, die kein Grading erhielten bzw. deren Biopsien 
kein Tumorgewebe oder nur nekrotisches Material enthielten, wurden ebenso aus-
geschlossen. Im gesamten Patientenkollektiv hatten Tumore mit dem histologischen 
Grad Ib die geringste 5-JÜR mit 0,46 (95% KI 0,3-0,62). Die beste Prognose zeigten 
Grad II Neuroblastome mit einer 5-JÜR von 0,82 (95% KI 0,75-0,89; p=0,01). 
Neuroblastome in den histologischen Kategorien I/Ia und III wiesen dieselbe 5-JÜR 
von 0,73 auf (95% KI 0,63-0,83).  
Orientierend an der international verwendeten INPC erfolgte zusätzlich die 
Beurteilung des Einflusses der Histologie auf das Gesamtüberleben in Abhängigkeit 
vom Alter der Patienten. Hierbei wurde entsprechend INPC der Alters cut off von 18 
Monaten gewählt. Jede histologische Kategorie zeigte dabei in der jeweils älteren 
Patientengruppe deutlich verringerte Überlebenswahrscheinlichkeiten.  
Da die histologischen Grade Ia und II in der Gruppe ≥ 18 Monate die gleiche 5-JÜR 
aufwiesen, wurden sie in der folgenden grafischen Darstellung (Abbildung 3f) 
zusammengefasst. Interessanterweise wiesen jetzt Tumore mit histologisch Grad III in 
der Patientengruppe älter 18 Monate, und nicht mehr die Grad Ib Tumore, die 
schlechteste Überlebenswahrscheinlichkeit mit einer 5-JÜR von 0,29 auf (95% KI 
0,16-0,42). Grad Ib Tumore hatten in dieser Patientengruppe, d.h. ≥ 18 Monate, eine 
5-JÜR von 0,34 (95% KI 0,18-0,49). Metastasierte jedoch der Tumor, so verringerte 
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sich die Überlebenswahrscheinlichtkeit der Patienten mit dieser histologischen 
Klassifizierung auf eine Rate von 0,15 (95% KI 0,05-0,35), während sich die 
Prognose der Patienten mit Grad III Tumoren nicht veränderte (5-JÜR 0,31[95% KI 
0,14-0,48]) (Daten nicht abgebildet). 
Von den Patienten mit Rezidiv verstarben 75%. Das Auftreten eines Rezidivs senkte 
die 5-JÜR signifikant von 0,8 (95% KI 0,76-0,85) auf 0,29 (95% KI 0,18-0,40; p < 
0,001). Auf das relative Risiko übertragen, hatten Patienten mit Rezidiv ungefähr ein 
12-fach erhöhtes Risiko an ihrem Neuroblastom zu versterben im Vergleich zur 
Gruppe ohne Rezidiv (OR 12,38[95%KI 6,48-23,68]). 
 
Tabelle 5. 5- JÜR in Abhängigkeit von klinischen Variablen 
Gesamtüberleben 
Variable 5-JÜR 95% KI 
  Untere Grenze Obere Grenze 
Altersgruppe    
≤ 12 Monate 0,89 0,84 0,94 
≥ 12 Monate 0,62 0,56 0,68 
≤ 18 Monate 0,92 0,87 0,94 
≥ 18 Monate 0,48 0,42 0,56 
    
Geschlecht    
Männlich 0,74 0,68 0,79 
Weiblich 0,73 0,67 0,79 
    
Stadium    
Ia/Ib 0,94 0,89 0,98 
II 0,96 0,9 1,0 
III 0,81 0,72 0,89 
IV 0,39 0,31 0,47 
IVs 0,88 0,79 0,97 
    
Histologie    
I/Ia 0,73 0,63 0,83 
Ib 0,46 0,3 0,62 
II 0,82 0,75 0,89 
III 0,73 0,66 0,79 
    
Primärlokalisation    
Zervikal/thorakal 0,82 0,74 0,9 
Abdominal/adrenal 0,71 0,66 0,76 
    
Rezidiv    
Kein Rezidiv 0,81 0,77 0,85 

















































































































Abbildung 3. 5-Jahres-Überlebensraten von a) Patientengruppe ≤/≥ 12 Monate; b) Patientengruppe 
≤/≥18 Monate (p < 0,001); c) Geschlecht (p=0,64); d) Stadium (p<0,001); e) Histologie (p < 0,001);  
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In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigten das Alter bei Erstdiagnose mit 
dem gewählten Cut-off von 18 Monaten (p < 0,001), das Tumorstadium (p= 0,0001) 
und auftretendes Rezidiv (p= 0,001) einen statistisch signifikanten Einfluss auf das 
Gesamtüberleben der Patienten und werden somit als unabhängige Prognosefaktoren 
definiert. Weder Geschlecht (p= 0,56), noch Primärlokalisation (p= 0,23) des Tumors 
oder die histologische Klassifizierung (p= 0,39) hatten in multivariater Analyse einen 
unabhängig statistisch signifikanten Einfluß auf das Überleben der Patienten. 
 
Tabelle 6. Prognostischer Einfluß der Variablen auf das Gesamtüberleben 
Klinische Variable Signifikanz (p) Exp (B) 95% Konfidenzintervall 
   Untere Grenze Obere Grenze 
Altersgruppe 1) < 0,001 7,46 4,11 13,52 
Stadium 0,00011 1,57 1,25 1,99 
Rezidiv 0,001 2,2 1,37 3,53 
Geschlecht 0,56 1,12 0,74 1,75 
Lokalisation 0,23 1,48 0,78 2,8 
Histologie 0,39 1,1 0,89 1,33 
 
1) cut off 18 Monate
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4.3 Ergebnisse q-RT-PCR 
	  
Für die PCR Produkte der Telomer-Primer war nach durchschnittlich 14 Zyklen ein 
Fluoreszenzanstieg (Spannweite 11-19 Zyklen) zu beobachten, für die der Albumine 
nach durchschnittlich 25 Zyklen (Spannweite 24-32). Es ergab sich eine mittlere Ct-
Differenz beider Amplifikationskurven von 8 Zyklen. Der Ct-Wert definiert sich 
durch die Anzahl an PCR Zyklen, die benötigt wird, um eine festgelegte 
Fluoreszenzgrenze (Threshold) zu erreichen. Damit ist der Ct-Wert ein relatives Maß 
für die Startkopienanzahl. Der Ct-Wert verhält sich dabei umgekehrt proportional zur 
initialen DNA-Menge, d. h. je höher die Ausgangskonzentration der experimentellen 
DNA, desto niedriger der Ct-Wert. Setzt man eine theoretische Effzienz von 100% 
voraus, so ist die Startkopienanzahl bei einem, um einen Zyklus späteren Ct-Wert, um 
die Hälfte geringer. Bezogen auf die Telomere würde das bedeuten, je länger die 
Telomere, desto höher auch die durch die Telomerprimer amplifizierte Kopienzahl, da 
diese mehrfach an lange Telomere binden können und durch ihr spezielles 
Primerdesign dennoch Amplifikate definierter Länge bilden. Eine hohe Kopienzahl 
bedeutet wiederum ein hoher Gehalt telomerischer DNA, der sich dann in einem 
früher nachweisbaren Fluoreszenz-Anstieg widerspiegelt. Die Festlegung des 
Fluoreszenzniveau wurde dabei so gewählt, dass sich alle Amplifikationskurven in 
der exponentiellen Phase der PCR befanden, so dass eine Veränderung des 



















Abbildung 4. Lineare Abbildung der Amplifikationsreaktion für Telomere mit Basislinienkorrektur. 
Tumor-DNA Konzentration 50 ng/µl in Triplikaten. Schwellenwert (grüner Balken) auf 800 RFU 
eingestellt (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-Zyklusanzahl). Negativkontrolle rote 
Kurve ( Biorad C 1000 Thermal Cycler; CFX 96 Real Time PCR System) Ct min=11; Ct max = 17,3; 



















Abbildung 5. Lineare Abbildung der Amplifikationsreaktion für Albumine mit Basislinienkorrektur. 
Tumor-DNA Konzentration 50 ng/µl in Triplikaten. Schwellenwert (grüner Balken) auf 350 RFU 
eingestellt (y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-Zyklusanzahl). Negativkontrolle rote 
Kurve ( Biorad C 1000 Thermal Cycler; CFX 96 Real Time PCR System) Ct min = 26; Ct max = 30 
 
Zur Auswertung der Ergebnisse war außerdem eine interne Kontrolle (Standard-
DNA) notwendig, mit der sowohl für Albumin als auch für die Telomere 
Standardkurven gemessen wurden. Anhand dieser wurden die DNA-
Ausgangskonzentrationen der einzelnen experimentellen Proben ermittelt. In den 
Amplifikationskurven der 5-fach verdünnten Standard-DNA zeigte sich je 
Verdünnungsschritt eine Ct- Differenz von 2-3 Zyklen. Der erste Fluoreszenzanstieg 
und niedrigste Ct-Wert entspricht demzufolge dem initialen DNA-Gehalt der 
Standard-DNA von 150 ng/µl, der höchste Ct-Wert der DNA-Konzentration des 













Abbildung 6. Lineare Abbildung der Amplifikationsreaktionen für Telomere und Albumine mit 
Basislinienkorrektur. Standard-DNA in Duplikaten. Da mit der Bio-Rad MyiQ Software nur die 
grafische Darstellung der Amplifikationskurve eines PCR-Produktes möglich ist, erfolgte hier eine 
grafische Zusammenfassung der Amplifikationskurven sowohl für Telomer- als auch für die Albumin-
PCR-Produkte. Schwellenwert (grüner Balken) auf 400 RFU eingestellt (y-Achse: relative 
Fluoreszenzeinheiten; x-Achse: PCR-Zyklusanzahl)( Biorad C 1000 Thermal Cycler; CFX 96 Real 
Time PCR System) Telomere: Ct min = 11, Ct max = 16,8; Albumine: Ct min= 24, Ct max = 30,7 
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Mit Hilfe der Standardgeraden lässt sich die Ausgangskonzentration an 
experimenteller DNA aus dem Ct-Wert einer beliebigen Probe bestimmen, indem 














Abbildung 7. Standardkurve zur Bestimmung der relativen T/S ratios; ¢ DNA-Konzentrationen der 
5-fachen 1:3 Verdünnungsreihe in Duplikaten 150 ng/µl (unterste Markierung), 50 ng/µl, 16,7 ng/µl, 
5,5 ng/µl und 1,85 ng/µl (oberste Markierung)/Well; ✖  DNA-Konzentrationen von Tumorproben, 
gemessen in Triplikaten; PCR Effizienz (E) = 109,9%; Korrelations-Koeffizient R2 = 0,98 
 
Die Effizienz aller PCR Läufe lag im Bereich von 80-100%, der 
Korrelationskoeffizient, als Maß für die Genauigkeit des experimentellen Arbeitens, 
war mehrheitlich ≥ 0,98.  
Eine Steigung m = -3,32 entspräche einer theoretischen idealen Effizienz von 100% 
und somit einer Verdopplung des PCR-Produkts in jedem Amplifikationszyklus. 
Um die Varianz der gemessenen Werte innerhalb der Triplikate zu verringern, wurden 
Ergebnisse mit einer Standardabweichung > 0,2 von der Auswertung ausgeschlossen.  
In der Schmelzkurvenanalyse zeigte sich ein charakteristisches und reproduzierbares 
Kurvenprofil beider Amplikons. Der erste Peak entspricht dabei der Amplifikation der 
Telomere mit einem maximalen Schmelzpunkt (Tm) von 78°C. Der weitere 
Kurvenanstieg lässt sich der Albumin-Amplifikation mit zugehörigem Schmelzpunkt 
bei 91°C zuordnen. Daraus resultiert eine Temperaturdifferenz von 13°C, die sich 
durch die Zusammensetzung der Amplikons erklären lässt. Durch die kontinuierlich 
sinkende Temperatur entstehen doppelsträngige Amplifikationsprodukte, da sich die 
DNA-Einzelstränge, abhängig von Größe und Guanin-Cytosin-Gehalt des Amplikons 
mit ihren komplementären Strängen zusammenlagern. Je größer das Amplikon 

























Abbildung 8. Schmelzkurvenprofil der Amplifikationsprodukte von Telomer- und Albumin-Primern. 
Schmelzkurve als grüne Kurve. (y-Achse: -dRFU/dT; x-Achse: Temperatur in °C) Erhitzen der 
Reaktionsansätze im letzten Amplifikationszyklus für 1min auf 95°C, dann Abkühlung in 0,5°C 
Schritten auf 65°C in 30s. Tm Telomere = 78°C; Tm Albumine = 91°C  
 
 
In den mitgeführten Negativkontrollen ließ sich ein Fluoreszenzanstieg um den 27. 
Zyklus bei den Telomeren und um den 30. bei den Albuminen beobachten. Eine 
Überschneidung der Amplifikationskurven der PCR Produkte und die der 
Negativkontrollen war in keinem Lauf zu beobachten. Dieser Anstieg bildete sich in 














Abbildung 9. Schmelzkurvenprofil für die Amplifikationsprodukte der Negativkontrolle. Schmelzkurve 
als rote Kurve. (y-Achse: -dRFU/dT; x-Achse: Temperatur in °C); NTC Tm = 79°C 
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In der im Anschluss durchgeführten Gel-Elektrophorese konnten spezifische PCR 
Produkte mit erwarteten Längen von 79bp Länge für die Telomer-Amplikons und 
98bp Länge für die Kontroll-Gene, nachgewiesen werden. In der Positivkontrolle 
zeigten sich zwei schmale Banden gleicher Laufgeschwindigkeit und 
dementsprechend gleicher Größe, wie der der experimentellen Proben, womit eine 
regelrechte Amplifikation bestätigt werden konnte. Desweiteren zeigt sich eine 
















Abbildung 10. Gel-Elektrophorese mit 6%-igem Agarosegel 1. Reihe: 1 kb Molekulargewicht-
Größenmarker, 2.-6. Reihe: experimentelle DNA; 7. Reihe: Positivkontrolle; 8. Reihe: NTC. 










Insgesamt wurden 420 Tumorproben auf ihre Telomerlängen mittels monochromer 
multiplex q-RT-PCR untersucht. Der Kappa-Koeffizient (κ)  betrug für die Triplikate 
der Kontroll-Gen-Kopienanzahl (“S”) 0,79, für die der Telomer-Gen-Kopienanzahl 





Abbildung 11. T1/T2: log. DNA-Konzentrationen  Telomere; S1/S2: log. DNA-Konzentrationen 
Albumine 
 
Die durchschnittliche T/S ratio betrug 0,9 (95% KI 0,87-0,92) In den untersuchten 
Neuroblastomen war die minimalste T/S ratio 0,1, die maximalste 1,97. Der Median 
lag bei 0,87. Die Quartilgrenzen lagen für die 10. Perzentile bei 0,63, für die 90. 
Perzentile bei 1,22. 317 Neuroblastome (75,7%) hatten verkürzte Telomere und 103 
















Abbildung 12. Ermittelte T/S ratios des gesamten Patientenkollektivs. Dargestellt sind der Median, 10. 
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4.4.1 Korrelation zwischen Telomerlänge und klinischen Variablen  
	  
In der univariaten Analyse (Pearson–Chi-Quadrat-Test) wurde ein statistisch 
signifikanter Zusammenhang zwischen Telomerlängenveränderung und höherem 
Erstdiagnosealter (p < 0,001), aufgetretenem Rezidiv (p= 0,007) und Stadium             
(p= 0,03) beobachtet. Ein Zusammenhang zwischen Telomerlängenveränderung und 
Histologie (p= 0,33), Lokalisation des Primärtumors (p= 0,78) und Geschlecht          
(p = 0,53) wurde in univariater Analyse ausgeschlossen.  
 
4.4.1.1 Telomerlänge und Alter bei Erstdiagnose 
 
Mit höherem Erstdiagnosealter verringert sich der Anteil verkürzter Telomere und 
erhöht sich der verlängerter. Patienten ≥ 12 Monate haben in 73,1% verkürzte 
Telomere und in 26,9% verlängerte. Erhöht sich das Erstdiagnosealter jedoch auf ≥ 18 
Monate, so steigt der Anteil verlängerter Telomere auf 33,7%. Ließ sich bei einem 
Alters cut off von 12 Monaten noch keine Verbindung zwischen Erstdiagnosealter 
und Längenveränderung herstellen (log. Regression p= 0,449), sah man bei einem cut 
off von 16 Monaten bereits eine tendenzielle Korrelation zwischen beiden Variablen 
(logistische Regression p = 0,03). Ab einem Alters cut off von 18 Monaten zeigte sich 
ein statistisch signifikanter Zusammenhang (logistische Regression p = 0,005), so 
dass dieser für weitere Berechnungen verwendet wurde. Übereinstimmend dazu wird 
dieser cut off auch in der INPC -und der INRG- Klassifikation angewendet (Cohn et 
al., 2009; Shimada et al., 2001). Da die deutschen Neuroblastomstudien für die 
Zuordnung zu den jeweiligen Risikogruppen einen Alters cut off von 12 Monaten 
verwenden, wird dieser, obwohl sich in der univariaten Berechnung kein 
Zusammenhang mit Telomerlängenveränderungen gezeigt hat, dennoch trotzdem 
zusätzlich für die Überlebenszeit-Analysen berücksichtigt. 
Mit steigendem Erstdiagnosealter konnte zudem eine deutliche Zunahme der 
Häufigkeit extremer Telomerlängenveränderungen, sowohl der stark verlängerten als 
auch der stark verkürzten, beobachtet werden. Dies ließ sich auch an der, im 
nachfolgenden Boxplot-Diagramm dargestellten, Vergrößerung des Bereiches 
zwischen 10. und 90. Perzentile erkennen. Betrug dieser in der Gruppe ≤ 18 Monate 
0,44 (T/S ratio 10. Pz 0,66/ 90. Pz. 1,1), sieht man eine Vergrößerung auf 0,78 (T/S 
ratio 10. Pz. 0,56/ 90. Pz. 1,34) in der Patientengruppe, die älter 18 Monate 
erstdiagnostiziert wurde. Der Anteil extrem verlängerter Telomere (≥ 90. Perzentile, 
d.h. T/S ratio ≥ 1,22) nahm dabei stärker zu, als der extrem verkürzter (≤ 10. 
Perzentile, d.h. T/S ratio ≤ 0,63). In der Patientengruppe ≥ 18 Monate fand sich auch 























Abbildung 13. T/S ratios in Abhängigkeit vom Erstdiagnosealter. Dargestellt sind die ermittelten 
Quartile in den Altersgruppen ≤ /≥ 18 Monate mit dazugehörigen Median, 10./25./75./90. Perzentile  
	  
4.4.1.2 Telomerlänge und Rezidivauftreten 
 
In der Patientengruppe mit Rezidiv fand sich ein erhöhter Anteil verlängerter 
Telomere (38,1%) im Vergleich zu Patienten ohne Rezidiv (22,1%). Die 
Wahrscheinlichkeit in Tumoren mit Rezidiv verlängerte Telomere zu finden, war 
mehr als doppelt so hoch, verglichen mit der Gruppe ohne Rezidiv (OR 2,15 [95% KI 
1,22-3,8]). Anhand der Vergrößerung des Interquartilbereiches und dem Bereich 
zwischen 10.-90. Perzentile (Abbildung 14.) ließ sich der erhöhte Anteil verlängerter 


















Abbildung 14. T/S ratios in Abhängigkeit vom Rezidivauftreten. Darstellung der ermittelten Quartile in 
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4.4.1.3 Telomerlänge und Stadium 
 
Der Anteil an verlängerten Telomeren nahm in höheren Stadien stetig zu, so wiesen 
im Stadium I nur 16,8 % der Neuroblastome verlängerte Telomere auf, im Stadium II 
20 %, in Stadium III bereits 26,9 % und in Stadium IV beobachtete man in 33,3% 
eine Telomerverlängerung. Stadium IVs zeigte eine ähnliche Verteilung der 
Längenveränderung wie Stadium II mit 82% verkürzten und 18% verlängerten 
Telomeren. Im Stadium IV beobachtete man zusätzlich einen hohen Anteil sowohl 
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Um auszuschließen, dass die, in univariater Analyse beobachteten, Zusammenhänge 
zwischen Telomerlänge und den einzelnen klinischen Variablen nicht auf einer 
Korrelation der Variablen untereinander beruhen, erfolgte anschließend die 
Auswertung mithilfe multivariatem Regressionsmodell. Hier wurden nur die 
klinischen Variablen, die in der univariaten Analyse eine signifikanten 
Zusammenhang mit der  Telomerlänge gezeigt hatten, berücksichtigt. 
Lediglich zwischen Alter bei Erstdiagnose und Telomerlänge bestand in der 
multivariaten Auswertung ein statistischer signifikanter Zusammenhang (p= 0,005). 
Dabei war die Wahrscheinlichkeit, dass die Telomere in Neuroblastomen von 
Patienten älter 18 Monate verlängert sind, um das Doppelte erhöht (Exp(B)2,02   
[95% KI 1,23-3,32]). 
Weder zwischen Telomerlänge und Stadium (p= 0,92) noch zwischen Telomerlänge 
und Rezidivauftreten ( p= 0,83) zeigte sich in multivariater Regressionsanalyse ein 
statistisch signifikanter Zusammenhang. 
Telomerlängenveränderungen sind demnach eng mit dem Patientenalter assoziiert. 
Die sich in univariater Analyse gezeigten Korrelationen zwischen 
Telomerlängenveränderungen und anderen klinischen Variablen wie Stadium und 
Rezidivauftreten lassen sich daher primär auf diese Altersabhängigkeit zurückführen, 
denn sowohl höhere Stadien als auch auftretende Rezidive betreffen mehrheitlich 
Patienten mit höherem Erstdiagnosealter.  
 
 
Tabelle 7. Einfluß klinischer Variablen auf die Telomerlänge 
Klinische 
Variable  
Signifikanz (p) Exp (B)    95% Konfidenzintervall 
   Untere Grenze Obere Grenze 
Altersgruppe 1) 0,005 2,02 1,23 3,32 
Stadium 0,31 1,1 0,92 1,3 
Rezidivauftreten 0,17 1,53 0,83 2,83 
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4.4.2 Telomerlänge und Gesamtüberleben 
 
Knapp 40% der Patienten mit nachgewiesenen verlängerten Telomeren in den 
















Abbildung 16.  Anzahl und prozentuale Häufigkeit überlebender bzw. verstorbener Patienten in 
Abhängigkeit von der Telomerlänge 
 
Die Telomerlänge zeigte in der univariaten Betrachtung einen statistisch signifikanten 
Einfluss auf das Gesamtüberleben (log rang p=0,014). Patienten mit verlängerten 
Telomeren hatten ein höheres Risiko zu versterben als solche mit verkürzten 
Telomeren (OR 1,79 [95% KI 1,12-2,86]) ( p = 0,014). In der Überlebenszeit-Analyse 
zeigte sich dementsprechend eine deutlich schlechtere 5-JÜR für Patienten mit 
verlängerten Telomeren in ihren Neuroblastomen. Die 5-JÜR bei 
Telomerverlängerung betrug 0,65 (95% KI 0,558-0,742), bei Verkürzung dagegen 















Abbildung 17. 5-Jahres-Überlebensraten in Abhängigkeit von der Telomerlänge 
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Aus dem Boxplot Diagramm (Abbildung 18.) wird zudem durch die Vergrößerung 
des Interquartil- bzw. des Bereiches zwischen 10. und 90. Perzentile ersichtlich, dass 
der Anteil extrem längenveränderter Telomere in Neuroblastomen verstorbener 
Patienten deutlich höher war, verglichen zur Gruppe Überlebender. So liegen die T/S 
Ratios für die 10. und 90. Perzentile in der Gruppe der Überlebenden bei 0,64 bzw. 


















Abbildung 18. T/S ratios in Abhängigkeit vom Überleben. Darstellung der ermittelten Quartile in den  
Patientengruppen „überlebend“/ “verstorben“ mit jeweiligem Median, 10./25./75./90. Perzentile 
 
Da die Telomerlängenveränderungen in hohem Maße vom Erstdiagnosealter 
abhängen, erfolgten weitere Überlebenszeitanalysen unter Berücksichtigung dieses 
Zusammenhanges. Dabei wurden folgende Gruppen gebildet: I.) ≤ 12 bzw. 18 Monate 
und verkürzte Telomere; II.) ≤ 12 bzw. 18 Monate und verlängerte Telomere; III.) ≥ 
12 bzw. 18 Monate und verkürzte Telomere und IV.) ≥ 12 bzw. 18 Monate und 
verlängerte Telomere.  
Unabhängig vom verwendeten Alters cut off waren verlängerte Telomere, verglichen 
mit verkürzten Telomeren, mit einem deutlich verminderten Gesamtüberleben 
assoziiert. Dabei war der prognostische Unterschied der Telomerlängenveränderung 
ausgeprägter bei einem Alters cut off von 12 Monaten.  
Bei Erstdiagnosen im ersten Lebensjahr hatten Patienten mit verkürzten bzw. 
verlängerten Telomeren eine 5-JÜR von 0,87 (95% KI 0,81-0,92) bzw. 0,94 (95% KI 
0,87-1,01), waren sie älter sanken diese auf 0,66 (95% KI 0,59-0,73) für verkürzte 
bzw. 0,48 (95% KI 0,36-0,6) für verlängerte Telomere (log rang p < 0,001). 
In der Patientengruppe älter 18 Monate zeigte sich dementsprechend eine geringere  
5-JÜR von 0,44 (95% KI 0,31-0,56) für Tumore mit verlängerten Telomeren 














































Abbildung 19. 5-Jahres-Überlebensraten in Abhängigkeit von Telomerlänge und Alter bei 
Erstdiagnose. a) Alters cut off 12 Monate; b) Alters cut off 18 Monate  
 
Um zu untersuchen, ob extreme Längenveränderungen eine prognostische Aussage 
hinsichtlich des Gesamtüberlebens der Patienten besitzen, wurden die T/S ratios in 
folgende Bereiche unterteilt: stark verkürzt (T/S ratios ≤ 0,63 [≤ 10. Perzentile]); 
verkürzt (T/S ratio 0,63-1); verlängert (T/S ratio 1-1,22) und stark verlängert         
(T/S ratio ≥ 1,22 [≥ 90. Perzentile]). Von 419 untersuchten Tumoren hatten 42 (10%) 
unter der 10. Perzentile verkürzte Telomere, 277 Tumore (66 %) mit T/S ratios von 
0,63-1; 60 Tumore (14,3%) mit T/S ratios vom 1-1,22 und weitere 40 (9,5%) mit über 
der 90. Perzentile verlängerte Telomere. Es zeigte sich ein reduziertes Überleben der 
Patienten in den Gruppen mit extremer Längenveränderung  (≤ 10./≥ 90. Perzentile) 
verglichen mit der Gruppe, deren Tumore, Längenveränderungen zwischen 10. und 
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90. Perzentile aufwiesen. Neuroblastome mit extrem verlängerten Telomeren hatten 
mit 0,57 (95% KI 0,42-0,72) eine signifikant niedrigere 5-JÜR als solche mit stark 
verkürzten Telomeren unter die 10. Perzentile mit 0,64 (95% KI 0,49-0,78) oder 
Längenveränderungen in den T/S ratio Bereichen von 0,63-1,0 mit 0,77 (95% KI 
0,72-0,82) und 1,0-1,22 mit 0,7 (95% KI 0,58-0,82) (log rang p = 0,009). Ausgehend 
von der besten prognostischen Gruppe mit verkürzten Telomeren (T/S ratios 0,63-1) 
wurden die relativen Risiken für die anderen Gruppen berechnet. Das Risiko zu 
versterben erhöhte sich in der Gruppe mit stark verkürzten Telomeren um das 
Doppelte (OR 2,1 [95% KI 1,08-4,18]) (p = 0,026). Patienten mit stark verlängerten 
Telomeren hatten sogar ein dreifach erhöhtes Risiko im Vergleich zur Bezugsgruppe 



















Abbildung 20. 5- JÜR in Abhängigkeit von T/S ratios. Darstellung der T/S ratios in die Bereiche:  
I. ≤ 0,63; II. 0,63-1,0; III. 1,0-1,22; IV. ≥ 1,22 
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4.4.3 Telomerlänge und ereignisfreies Überleben  
 
Von insgesamt 420 Patienten hatten 150 (35,7%) ein definiertes Ereignis. In der 
Gruppe verkürzter Telomere trat in 31,9% ein Ereignis ein, in der mit verlängerten 
Telomeren dagegen in 47,6%. Das Risiko ein Ereignis zu erleiden, war bei 
verlängerten Telomeren fast um das Doppelte erhöht, verglichen mit verkürzter 
Telomerlänge (OR 1,94 [95% KI 1,23-3,05]) (p=0,03). In der Gruppe verlängerter 
Telomere zeigt sich die Rate ereignisfreier Zeit deutlich verringert mit 0,56 (95% KI 
0,46-0,65) im Vergleich zu 0,7 (95% KI 0,64-0,75) in der Gruppe verkürzter 




















Abbildung 21. 5-Jahres ereignisfreie Zeit in Abhängigkeit von der Telomerlänge 
 
 
Unter Berücksichtigung der Altersabhängigkeit zeigten verlängerte Telomere erneut 
in den Patientengruppen ≥ 12 bzw. ≥ 18 Monate eine weitaus schlechtere Prognose 
hinsichtlich ereignisfreier Zeit als verkürzte Telomere (log rang p < 0,001). So betrug 
die 5-Jahres Rate ereignisfreien Überlebens in der Gruppe verlängerter Telomere bei 
Patienten ≥ 12 Monate 0,44 (95% KI 0,27-0,51) bzw. 0,39  bei Patienten ≥ 18 Monate 
(95% KI 0,32-0,56) verglichen zu verkürzten Telomeren mit einer 5-Jahres Rate 
ereignisfreien Überlebens von 0,62 (95% KI 0,55-0,69) in der Patientengruppe ≥ 12 
Monate bzw. 0,44 (95% KI 0,35-0,53) in Patienten älter 18 Monate. 
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Abbildung 22. Darstellung der 5 Jahres Raten ereignisfreien Überlebens in Abhängigkeit von der 
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Wie aus Abbildung 23 ersichtlich wird, findet sich der stärkste Anteil extremer 
Längenveränderungen der Telomere erneut in der Gruppe mit Ereignis, wieder 
erkennbar an der Vergrößerung des Interquartil- und des Bereiches zwischen 10. und 



















Abbildung 23. T/S ratios in Abhängigkeit von EFS. Darstellung der ermittelten Quartile in den 
Patientengruppen mit und ohne Ereignis mit jeweiligem Median und 25. und 75. Perzentile 
 
50% der Tumore mit stark verkürzten (≤ 10. Perzentile) oder stark verlängerten (≥ 90. 
Perzentile) Telomeren zeigten eine Progression, ein Rezidiv oder verstarben.  
Dagegen beobachtete man bei Patienten mit verkürzten Telomeren (T/S ratio 0,63-
1,0) bzw. mit verlängerten (T/S ratio 1,0-1,22) nur in 29,6% bzw. in 43,3% das 
Auftreten eines definierten Ereignisses. Extreme Telomerveränderungen führten zu 
einer kürzeren ereignisfreien Zeit und einer höheren Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv 
oder Progression zu erleiden (log rang p= 0,006). Dabei beträgt die 5-Jahres Rate 
ereignisfreien Überlebens sowohl mit stark verlängerten als auch stark verkürzten 
Telomeren 0,52 (95% KI 0,37-0,67). Im Vergleich zum Gesamtüberleben bestand 
demnach kein Unterschied in der Prognose zwischen verkürzten und verlängerten 
Telomeren. Die Patientengruppe mit T/S ratios im Bereich 0,63-1,0 hatte die beste 























Abbildung 24. 5-Jahres Rate ereignisfreien Überlebens in Abhängigkeit von der T/S ratio. Einteilung 
der T/S ratios in Quartile: I. ≤ 0,63; II. 0,63-0,87; III. 0,87-1,22; IV. ≥ 1,22 
 
Ausgehend von dieser Patientengruppe wurden die relativen Risiken, ein definiertes 
Ereignis zu zeigen, berechnet. Dabei ist dieses in der Gruppe mit 
Telomerlängenveränderungen im T/S ratio Bereich von 1,0-1,22 mäßig signifikant um 
das 1,6-fache erhöht (OR 1,59 [95% KI 1,03-3,2]) (p= 0,039). In den Gruppen 
extremer Längenveränderungen ergaben sich folgende stark signifikante Odds ratios: 
stark verkürzt OR 2,3 (95% KI 1,23-4,6) (p= 0,008) und stark verlängert OR 2,63 
(95% KI 1,34-5,1) (p= 0,004). 
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Eine unabhängige prognostische Aussagekraft der Telomerlänge auf Gesamt- und 
ereignisfreies Überleben konnte in der angeschlossenen multivariaten Analyse nicht 
nachgewiesen werden (p = 0,69 bzw. 0,85). 
Als Kovariablen wurden nur die klinischen Variablen in die Berechnung mit 
einbezogen, welche zuvor bereits als unabhängige Prognosefaktoren definiert wurden. 
(s. Kapitel 4.2) 
 
 
Tabelle 8. Einfluß Telomerlänge auf das Gesamtüberleben 
Klinische 
Variable  
Signifikanz (p) Exp (B)     95% Konfidenzintervall 
   Untere Grenze Obere Grenze 
Altersgruppe 1) < 0,001 5,3 3,22 8,77 
Stadium < 0,001 1,76 1,43 2,17 
Rezidivauftreten 0,00001 2,5 1,67 3,77 
Telomerlänge 2) 0,693 0,92 0,62 1,37 
 
1) cut off 18 Monate; 2) verkürzt/ verlängert 
 
 
Tabelle 9. Einfluß Telomerlänge auf das ereignisfreies Überleben 
Klinische 
Variablen  
Signifikanz (p) Exp (B) 95% Konfidenzintervall 
   Untere Grenze Obere Grenze 
Altersgruppe 1) 0,00004 2,36 1,57 3,55 
Stadium 0,000043 1,39 1,19 1,63 
Rezidivauftreten < 0,001 4,55 3,05 6,78 
Telomerlänge 2) 0,85 1,03 0,72 1,47 
 
1) cut off  18 Monate; 2) verkürzt/ verlängert 
 
Die Telomerlänge bzw. ihre Veränderungen besitzen demnach keinen alleinigen und 
unabhängigen prognostischen Einfluß auf das Gesamt- bzw. das ereignisfreie 
Überleben von Neuroblastompatienten. Vielmehr hängen Längenveränderungen der 
chromosomalen Enden in hohem Maße vom Erstdiagnosealter der Patienten ab, d.h. je 
älter die Patienten, desto höher auch der Anteil längenveränderter Telomere. Die 
beobachteten verminderten Überlebenswahrscheinlichkeiten lassen sich daher nur in 
diesem Kontext beurteilen. Jedoch lassen sich hinsichtlich allgemeinem Überlebens 
Patienten einer Altersgruppe, d.h. beispielsweise alle Patienten mit einem 
Erstdiagnosealter ≥ 18 Monate, mithilfe einer Bestimmung der Telomerlänge in zwei 
prognostisch unterschiedliche Gruppen aufteilen: diejenigen, deren Neuroblastome 
verlängerte Telomere aufweisen, haben demnach innerhalb ihrer Gruppe eine 
schlechtere Prognose mit geringerer 5-JÜR als diejenigen mit verkürzten Telomeren.
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5 Diskussion 
5.1 Telomerlängenmessung mithilfe MMQPCR 
 
Zur Messung der Telomerlänge existieren bislang mehrere Methoden angefangen mit 
dem „Goldstandard“ der TRF-Messung mittels Southern-Blot, der Flow-FISH 
Zytometrie und der qFISH-Analyse bis hin zur quantitativen PCR. Außer der TRF-
Messung ermitteln alle Methoden die relative und nicht die absolute Telomerlänge. 
Verglichen mit der zugrunde liegenden Veröffentlichung (Cawthon, 2009) zeigten 
sich in den Amplifikationsverläufen, der Schmelzkurve und der Elektrophorese 
größtenteils übereinstimmende Resultate. Die mittlere Ct- Differenz zwischen dem 
Fluoreszenzanstieg des ersten und zweiten Amplikons betrug 8 Zyklen, eine 
Interferenz beider Amplifikationskurven trat dementsprechend nicht auf. 
Durch die lange PCR-Laufdauer von 37 Zyklen stellte sich in den sehr späten Zyklen 
ein Fluoreszenzanstieg der Negativkontrollen dar, welcher bereits in der zugrunde 
liegenden Methodenbeschreibung beobachtet wurde. Ein Nachteil des 
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green I ist seine geringe Spezifität, so dass sich dieser 
auch in unspezifische PCR-Produkte oder Nebenprodukte, wie z.B. Primer-Dimer, 
einlagert und es zu messbaren Fluoreszenzanstiegen kommen kann. Durch die 
Verwendung neuer Primer, Mastermix und sonstiger Materialien, Aliquotierung der 
Materialien und getrennte Arbeitsbereiche für das Pipettieren der DNA konnte eine 
Verunreinigung mit DNA-Spuren als weitere Ursache eines unspezifischen 
Fluoreszenzanstieges ausgeschlossen werden. Wir werteten diese 
Amplifikationsprodukte daher als Ausdruck einer Interaktion der Primer 
untereinander mit Dimer-Bildung. Typisch für eine Primer-Dimer-Bildung ist auch ihr 
Auftreten in späten Amplifikationszyklen. Diese Dimer-Bildung ließe sich durch eine 
Verringerung der Zyklenanzahl verhindern. 
Im zweigipfligen Schmelzkurvenverlauf ließ sich der erste Peak bei einer maximalen 
Schmelztemperatur von 78°C eindeutig dem Telomer-PCR-Produkt, der zweite, mit 
einer maximalen Schmelztemperatur von 91°C, dem der Albumine zuordnen. 
Cawthon beschreibt in einer Arbeit den maximalen Schmelzpunkt für die Telomere 
bei 80°C und den der Albumine übereinstimmend bei 91°C.  
In der anschließenden Elektrophorese zeigten sich zwei spezifische Banden mit 
Basenpaarlängen von 78 bp und 91 bp, welche den erwarteten PCR-Produkt-Größen 
entsprachen und damit eine erfolgreiche Amplifikation bestätigten. Der 
Fluoreszenzanstieg der Negativkontrollen projizierte sich in der 
Schmelzkurvenanalyse als breite Kurve mit einem maximalen Schmelzpunkt bei 
79°C. Dementsprechend stellten sich die Amplifikationsprodukte in der 
Elektrophorese als unspezifische Banden ohne zugeordnete Länge dar. 
Die interne Kontroll-DNA diente einerseits zum Nachweis einer regelrecht 
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In der Mehrheit der PCR Läufe zeigte sich trotz verschiedener Optimierungsansätze 
eine Effizienz < 100%. Die Korrelationskoeffizienten fanden sich dabei in einem 
Bereich ≥ 0,98. Die Effizienz einer PCR kann anhand einer Standardkurve bestimmt 
werden. Dabei werden die Ct-Werte einer Verdünnungsreihe gegen den Logarithmus 
des Verdünnungsfaktors abgetragen. Für die Effizienzberechnung wurde der absolute 
Fluoreszenzanstieg in der exponentiellen Phase genutzt. Dabei erfolgt die Abbildung 
der exponentiellen Phase mittels linearer Regressionsgerade, deren Steigung der PCR- 
Effizienz entspricht (Meijerink et al., 2001; Peccoud und Jacob, 1996; Pfaffl, 2001). 
Theoretisch bedeutet eine Effizienz von 100%, dass mit jedem Zyklus eine 
Verdopplung der Amplifikate erfolgt. Diese Tatsache lässt sich jedoch in der Praxis 
oft nicht realisieren. Niedrigere Reaktionseffizienzen führen zu höheren Ct-Werten 
und damit zu zu niedrigen ermittelten Kopienanzahlen, verglichen mit der 
eigentlichen DNA-Konzentration, so dass dadurch die Gefahr entsteht, dass die 
eigentliche DNA-Konzentration unterschätzt wird (Meijerink et al., 2001). Dies kann 
dazu führen, dass gerade experimentelle Proben mit einer geringen Ausgangs-DNA-
Konzentration, wie zum Beispiel der Nachweis eventueller residueller Tumorzellen 
oder aber auch die letzten Verdünnungsschritte der Standardkurve falsch gemessen 
werden. Jedoch ist gerade eine exakte Standardkurve für die weitere Bestimmung der 
relativen T/S ratio unabdingbar.  
Ursachen für eine niedrige Effizienz können auch im generellen Ablauf der PCR zu 
finden sein. In der, sich der exponentiellen Phase anschließenden, Plateauphase 
kommt es durch Interaktionen zwischen Primer und Template, beiden Primern oder 
durch absoluten oder relativen Mangel des einen oder des anderen Reaktionspartners 
(zu geringe Polymerase-Aktivität aufgrund steigender Template-Konzentration 
während der Amplifikation oder der Verbrauch des entsprechenden Primers) 
schließlich zu einer Verlangsamung und ausbleibendem weiteren Anstieg.  
Desweiteren existieren viele systematische und zufällige Einflussfaktoren, die die 
PCR Effizienz auch während der exponentiellen Phase verändern können: Template 
und Primer-Sequenz, Konzentrationen der Reaktionspartner oder PCR-Inhibitoren 
(wie z.B. das in dieser Arbeit bei der DNA Extraktion genutzte Ethanol). Sogar die 
Position der Reaktion im Thermocycler scheint einen Einfluss auf die Effizienz zu 
besitzen (Brownie et al., 1997; Reischl und Kochanowski, 1999). Im Falle des für die 
PCR Läufe genutzten Thermocyclers können minimale Temperaturunterschiede 
während der Fluoreszenzmessung zu Abweichungen im gemessenen DNA-Gehalt 
führen (Peirson et al., 2003). Verschiedene Studien beschreiben zudem große 
Unterschiede in Reaktions-Effizienzen bei Benutzung von Materialien (Mastermix, 
Platten, Primer, Polymerasen) sowohl gleicher als auch unterschiedlicher Firmen 
(Bustin, 2002; Sieber et al., 2010).  
Um diese Varianz zu minimieren, erfolgte die Testung der PCR mit unterschiedlichen 
Primer- und SYBR-Green Konzentrationen, die erneute Aufbereitung (Extraktion und 
Reinigung) der Kontroll-DNA und Herstellung einer neuen Verdünnungsreihe bei 
Verdacht auf Restspuren des PCR Hemmstoffes Ethanol.  
Eine sehr plausible Ursache für die beobachteten niedrigen PCR-Effizienzen ist die, 
durch die teilweise sehr lange Lagerungszeit der einzelnen Tumorproben bedingte, 
Ansammlung PCR inhibierender Bestandteile. Für solche DNA-Proben wird in der 
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Literatur eine 30%-ige Fehlerrate mit abweichenden Ct-Werten angegeben, 
verglichen zu derjenigen von frisch isolierter bzw. jüngerer DNA von 4% (Meijerink 
et al., 2001). Beweisend dafür sind die beobachteten optimaleren PCR Effizienzen in 
PCR Läufen mit jüngeren Tumorproben.  
Eine zusätzlich mit in die Überlegung einzubeziehende Ursache einer solchen Varianz 
kann auch das innerhalb einer Probe bestehende  Verhältnis toter bzw. sterbender 
Zellen zu vitalem Gewebe darstellen, da nekrotische bzw. apoptotische Zellen 
unterschiedlichere Telomerlängen und damit auch unterschiedlichere Ct-Werte, als 
vitale Zellen besitzen (O’Callaghan und Fenech, 2011; Remes et al., 2000). 
Desweiteren ist die Reaktionsefizienz auch in hohem Maße abhängig von der 
Genauigkeit der Pipettiertechnik und Erfahrenheit der ausführenden Person. Selbst die 
genaueste Pipettier-Technik besitzt eine ungefähre Fehlerrate von 1%, die mit 10-
facher Verdünnung wiederum in einen 1%igen Fehler der Amplifikations-Effizienz 
resultiert (vgl [Peirson et al., 2003]). Werden die Fluoreszenzsignale beider 
Amplikons in getrennten Wells gemessen, birgt die potentielle Ungenauigkeit der 
separat pipettierten DNA-Menge auch die Gefahr einer daraus resultierenden hohen 
Varianz der ermittelten T/S ratios. Durch zeitgleiche Pipettierung und anschließende 
Messung der Fluoreszenzsignale beider Amplikons in einem Reaktionsansatz wird der 
Einfluß der Pipettierungenauigkeit auf die Endergebnisse zwar minimiert, jedoch 
kann die hohe Abhängigkeit von den Standards ein weitere Ursache für eine hohe 
Varianz der Messergebnisse darstellen. Eine Optimierungsoption dieser 
Fehleranfälligkeit wäre mit einer Messmethode vorstellbar, die unabhängig von 
Standards die Quantifizierung realisieren kann. BioradR umgeht das Problem der 
Standardkurven-Abhängigkeit und damit verbundenen Varianz mithilfe einer 
Singelplex PCR-Methode, der sog. ddPCR (Droplet Digital PCR), die eine 20µl  
DNA Probe in 20.000 einzelne Tröpfchen mithilfe Öl Emulsion aufteilt. Nach 
Amplifikation wird für jedes Tröpfchen ein eigenes Fluoreszenzsignal gemessen. 
Jedes Tröpfchen, welches die Zielsequenz enthält, wird dementsprechend als positives 
Signal gewertet. Die Gesamtheit der Einzelmessungen ergibt letztendlich eine 
endgültige DNA-Konzentration in ng/µl. Dadurch, dass eine experimentelle Probe in 
dieser Methode 10.000mal gemessen wird, verringert sich der Einfluss einer 
Pipettierungenauigkeit signifikant. 
5.2 Klinische Prognosefaktoren und ihr Einfluss auf das 
Gesamtüberleben 
 
Die 5-Jahres Raten für das Gesamtüberleben und das ereignisfreie Überleben betrugen 
im untersuchten Patientenkollektiv 0,73 (95% KI 0,68-0,77) bzw. 0,66 (95% KI 0,62-
0,71). Die Daten basierten dabei auf den bis 2004 durchgeführten deutschen 
Neuroblastomstudien. Hierbei zeigte sich nur ein geringfügiger Unterschied zu den 
internationalen 5-Jahres-Überlebensraten, die in aktuellen Studien mit 0,7 für das 
Gesamtüberleben und 0,6 für das ereignisfreie Überleben angegeben werden (Moroz 
et al., 2011).  
Das Alter bei Erstdiagnose galt schon sehr lange als stark negativ prognostischer 
Faktor für das klinische Verhalten des Neuroblastoms. Sutow beschrieb bereits 1958 
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(Sutow et. al, 1958) die umgekehrte Abhängigkeit des Gesamtüberlebens vom Alter 
bei Erstdiagnose und definierte basierend auf seinen Beobachtungen einen 
prognostisch relevanten Alters cut off von 2 Jahren. Im Verlauf etablierte sich in der 
Forschung eine Altersgrenze von 12 Monaten (Gross et al., 1959; Matthay, 1995; 
Weinstein et al., 2003). Aktuellste Forschungsergebnisse weisen daraufhin, dass der 
prognostische Einfluss des Erstdiagnose-Alters einer steten Dynamik unterliegt und 
beschreiben einen Alters-Grenzbereich zwischen dem 15.-19. Lebensmonat. 
Praktische Anwendung in aktuellen Studien findet oft ein cut off von 18 Monaten 
(Cohn et al., 2009; London et al., 2005; Moroz et al., 2011).  
Die in dieser Arbeit verwendeten Alters cut offs von 12 und 18 Monaten zeigten beide 
einen deutlichen prognostischen Einfluß auf das Gesamtüberleben (p < 0,001).  
Allerdings zeigte sich erst bei einem Alters cut off von 18 Monaten ein signifikanter 
Zusammenhang zwischen Telomerlänge und Erstdiagnosealter. 
Entsprechend seiner Eigenschaft als Tumor des Säuglings- und Kleinkindalters fand 
sich die Mehrheit der Erstdiagnosen in den ersten zwei Lebensjahren. Dabei lag das 
mittlere Erstdiagnosealter mit 15 Monaten deutlich unter dem weltweiten Mittel von 
537 Tagen (London et al., 2005).  
In Übereinstimmung mit existierenden Studienergebnissen stellten sich Stadium und 
Rezidivauftreten als unabhängige Prognosefaktoren auf das Gesamtüberleben dar. 
Patienten mit höheren Stadien (mit Ausnahme des Stadium IVs) und/ oder 
aufgetretenem Rezidiv hatten eine schlechtere Prognose. Korreliert man Alter und 
Stadium so sieht man, dass 81% der Patienten, die mit Stadium IV erstdiagnostiziert 
wurden, auch älter als 18 Monate waren. Patienten mit Stadium IVs Tumoren 
verstarben vor allem in den ersten beiden Lebensmonaten, was sich in dem steilen 
Abfall der Überlebenskurve widerspiegelt. Andere Arbeiten beschrieben eine 
Gesamtmortalität dieser Patientengruppe von 10-20% (Gupta et al., 2014). Ursache 
dafür ist oft die massive Hepatomegalie durch ausgeprägte Metastasierung mit 
einhergehenden Organfunktionsstörungen (Maris et al., 2007).  
Übereinstimmend zu aktuellen Forschungsergebnissen (Cohn et al., 2009) zeigten 
zervikale und thorakale Neuroblastome in der Auswertung eine bessere 
Überlebensrate als abdominale bzw. adrenale. Setzte man diese Aussage in 
Zusammenhang mit dem Alter, so fanden sich in Patienten unter 18 Monaten eher 
zervikale und thorakale Tumoren, während in älteren Patienten eher abdominale und 
adrenale Tumoren vorkamen.  
Auch in der Histologie fand sich diese Altersabhängigkeit wieder. In der prognostisch 
schlechtesten histologischen Untergruppe Grad Ib war die Mehrheit der Patienten 
(74,1%) älter als 18 Monate, in Grad II und III Tumoren dagegen nur ca. ein Drittel 
der Patienten. Die histologischen Kategorien zeigten allein keinen unabhängigen 
statistisch prognostischen Einfluß auf das Outcome der Patienten. Auch in dieser 
Arbeit stellte sich eine Abhängigkeit der prognostischen Aussagekraft der einzelnen 
histologischen Kategorien von Erstdiagnosealter und Stadium dar. Entsprechend 
diesen Ergebnissen wird in vielen Studien das auf der Shimada Klassifikation 
basierende INPC-System verwendet, welches eine andere histologische Zuordnung 
der Neuroblastome verwendet und gleichzeitig Alter bei Erstdiagnose, Mitose-
Kariorrhexis-Index und Differenzierungsgrad des Tumors in die Betrachtung 
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einbezieht. Dadurch wird eine genauere Zuordnung in Risikogruppen ermöglicht. 
Cohn beschrieb, dass Patienten in den histologischen Kategorien „ausreifendes 
Ganglioneurom“ und „Ganglioneuroblastom-gemischt“ sogar altersunabhängig eine 
exzellente Prognose hatten. In Patienten mit nodulären Ganglioneuroblastomen und 
Neuroblastomen erwies sich das Alter mit einem cut-off von 18 Monaten als 
statistisch signifikant. Unterteilte man diese Patienten entsprechend Alter in zwei 
Untergruppen, so zeigten diejenigen jünger 18 Monate mit hohem MKI ein geringeres 
ereignisfreies Überleben als diejenigen mit niedrigem oder mittlerem MKI. In 
Patienten älter 18 Monate führten undifferenzierte oder nur kaum differenzierte 
Histologie zu einer schlechteren Prognose als histologisch differenzierte Tumore 
(Cohn et al., 2009).  
In den Ergebnissen dieser Arbeit konnte demnach eine hohe Korrelation von 
niedrigerem Erstdiagnosealter und weiteren prognostisch günstigen klinischen 
Variablen, wie niedrigeren Tumorstadien, ausbleibendem Rezidiv sowie günstigerer 
Histologie und Primärlokalisation, nachgewiesen werden, wohingegen Patienten mit 
einem Erstdiagnose-Alter ≥ 18 Monate vielfach im Stadium III oder IV diagnostiziert 
wurden und eher ein Rezidiv erlitten.  
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5.3 Telomerlängenveränderung und Gesamtüberleben 
 
Die Korrelation von Telomerlänge zum Patientenalter manifestierte sich mit einem 
erhöhten Anteil verlängerter Telomere in den untersuchten Neuroblastomen älterer 
Patienten verglichen mit denen der jüngeren Altersgruppe. Außerdem nahmen mit 
höherem Alter auch extreme Längenveränderungen der Telomere zu. Dies betraf 
sowohl starke Verkürzungen (≤ 10. Perzentile) als auch starke Verlängerungen (≥ 90. 
Perzentile). Wie bereits beschrieben verkürzen sich Telomere mit jeder Zellteilung  
und bei kritisch verkürzter Länge geht die Zelle schliesslich in einen programmierten 
Ruhezustand, die zelluläre Seneszenz,  über. Dieser Schutzmechanismus beugt der 
Entstehung von Mutationen durch fehlerhaftes Ablesen der genetischen Information, 
aufgrund möglicher fusionierter chromosomaler Enden, vor. Dabei folgt diese 
beschriebene physiologische Telomerverkürzung während der Alterung jedoch keiner 
linearen Dynamik. In peripheren Blutzellen kommt es in den ersten Lebensjahren zu 
einem rapiden Verlust telomerer Sequenzen, mit Plateau um das 4. Lebensjahr und 
nachfolgender langsamerer Verkürzung im jugendlichen Alter  (Frenck et al., 1998). 
Zudem gibt es Organ bzw. Zelltyp abhängig unterschiedliche 
Telomerverkürzungsraten: In mitotisch aktiven Organen finden sich eher kürzere 
Telomere während der Alterung verglichen mit den sich kaum verändernden 
Telomerlängen in mitotisch eher inaktiven Organen wie z.B. Gehirn und 
Myokardium. Allerdings existiert keine direkte Abhängigkeit zwischen mitotischer 
Aktivität und Telomerverkürzung. So können wiederum in Leber und Niere, als 
Beispiele für mitotisch inaktive Organe, auch verkürzte Telomere nachgewiesen 
werden (Aikata et al., 2000; Takubo et al., 2002; Wiemann et al., 2002). Die 
Telomerverkürzung stellt demnach die physiologische Dynamik der Zellalterung in 
der Mehrheit der Zellen dar,  mit Ausnahme von Keim- und Stammzellen und 
weniger somatischer Zellen, wie aktivierten B- und T-Lymphozyten, die die Fähigkeit 
besitzen, ihre Telomere über dieser kritischen Länge stabil zu halten (Allsopp et al., 
1992; Härle-Bachor und Boukamp, 1996; Norrback und Roos, 1997). Dem Verlust 
telomerischer Sequenzen wird jedoch durch eine vorhandene Telomeraseaktivität 
nicht vollständig vorgebeugt (Collins, 2000; Masutomi et al., 2003).   
Eine große Anzahl von Tumoren nutzt die Telomerase für die Aufrechterhaltung ihrer 
Telomere (Bryan et al., 1997; Shay, 1997). In diesen Tumorzellen fanden sich in der 
Mehrheit der Fälle jedoch keine verlängerten, sondern interessanterweise vorwiegend 
verkürzte und homogene chromosomale Enden verglichen mit dem gesundem 
Umgebungsgewebe (Ball et al., 1998; Cerone et al., 2005; Engelhardt et al., 1997; 
Furugori et al., 2000; Ohashi et al., 1996; Remes et al., 2000). 
Eine weiterführende Untersuchung der Telomerlängen in gesundem 
Umgebungsgewebe bzw. peripherer Blutzellen der hier untersuchten Patienten mit 
gleicher Methodik könnte Aufschluss darüber bringen, inwiefern die hier 
beobachteten Längenveränderungen tatsächlich Tumorzell-spezifisch sind und 
inwieweit die beobachteten Längenveränderungen in den Tumorzellen der generellen 
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physiologischen Dynamik von Telomerveränderungen der jeweiligen Patienten 
entsprechen.  
Die prognostische Aussagekraft von Telomerlängenveränderungen und die Rolle der 
Telomerlänge in der Tumorgenese wird bislang kontrovers diskutiert. Viele Studien 
assoziieren verkürzte Telomere mit erhöhter chromosomaler Instabilität und damit 
einhergehend erhöhtem Risiko einer Tumorgenese. Dementsprechend wurden 
reduzierte Telomerlängen in einer Vielzahl humaner Tumore beschrieben. Beispiele 
dafür sind die akute myeloischen Leukämie (Swiggers et al., 2006), die chronisch 
lymphatische Leukämie (Bechter et al., 1998), das nichtkleinzellige Lungen-
Carcinom (Frías et al., 2008), das Ewing-Sarkom (Avigad et al., 2007) und das 
Osteosarkom (Gisselsson et al., 2001).  
Dabei war die Telomerverkürzung einheitlich mit einem schlechteren Überleben, 
einer erhöhten Rezidivrate und vermindertem Ansprechen auf Chemo- und 
Radiotherapie verbunden (Coquelle et al., 1997; Dunham et al., 2000; Goytisolo et al., 
2000; Lee et al., 2001a; Wong et al., 2000). Auch in einer Reihe chronischer 
Erkrankungen, wie Atherosklerose (Samani et al., 2001), Lebererkrankungen- und 
zirrhose (Kitada et al., 1995; Wiemann et al., 2002) und Colitis ulcerosa  (Risques et 
al., 2011) fanden sich verkürzte Telomere. In Bezug auf das Neuroblastom existieren 
Studien, die eine positive Korrelation zwischen verkürzten Telomeren, 
fortgeschrittenen Stadien und schlechterer Prognose herstellen (Hiyama et al., 1992). 
Aktuelle Ergebnisse in der Neuroblastomforschung zeigten jedoch in 
Hochrisikopatienten ein schlechteres Überleben bei unveränderten oder verlängerten 
Telomeren, während verkürzte Telomere in derselben Patientengruppe mit einer 
günstigeren Prognose assoziiert waren (Lundberg et al., 2011; Ohali et al., 2006; 
Onitake et al., 2009).  
Setzt man eine intakte p53-Funktion voraus, kann eine kritische Telomerverkürzung 
sogar die Progression des Tumors verhindern, indem sie den Übergang in die zelluläre 
Seneszenz fördert (González-Suárez et al., 2000; Greenberg et al., 1999; Rudolph et 
al., 2001). Dies lässt die Frage zu, ob nicht verkürzte, sondern stattdessen verlängerte 
Telomere unter beschriebenen Umständen sogar das Risiko einer malignen 
Transformation erhöhen können (Lan et al., 2009).  
In Melanomen und Mamma-Carcinomen konnte eine negativ prognostische 
Bedeutung verlängerter Telomere und ein besseres Überleben der Patienten bei 
Telomerverkürzung nachgewiesen werden (Han et al., 2009; Svenson et al., 2008). In 
Bezug auf das Neuroblastom beschreibt Hiyama (1992) zwar verkürzte Telomere als 
ungünstigen Prognosefaktor, neueste Studien fanden jedoch, dem widersprechend, ein 
reduziertes erreignisfreies Überleben in Patienten mit verlängerten Telomeren 
(Lundberg et al., 2011; Ohali et al., 2006).  
Ein unabhängig prognostischer Einfluß der Telomerlänge auf das Gesamtüberleben, 
vergleichbar mit dem prediktiven Wert des Alters bei Erstdiagnose oder dem 
Tumorstadium, konnte bislang nicht eindeutig bestätigt werden. 
In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass, unter Berücksichtigung der 
Altersabhängigkeit, verlängerte Telomere, verglichen zu verkürzten, mit einer 
schlechteren Prognose hinsichtlich Gesamtüberlebens der Patienten assoziiert waren.  
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Neuroblastome zeigten in der jeweils älteren Patientengruppe, d.h. älter 12 bzw. 18 
Monaten mit verlängerten Telomeren ein deutlich vermindertes Gesamtüberleben der 
Patienten verglichen mit Tumoren mit verkürzten Telomeren in der gleichen 
Altersgruppe. Mithilfe der Telomerlänge war eine Differenzierung der allgemeinen  
5-JÜR von Patienten einer Altersgruppe in zwei prognostisch unterschiedliche 
Gruppen möglich. So ließ sich die 5-JÜR von Patienten älter 12 Monaten (0,62 [95% 
KI 0,56-0,68]) in eine prognostisch bessere bei verkürzten (5-JÜR 0,66 [95% KI 0,59-
0,73]) und eine prognostisch schlechtere bei verlängerten Telomeren einteilen (5-JÜR 
0,48 [95% KI 0,36-0,60]). In der Altersgruppe älter 18 Monate konnten 5-JÜR für 
verkürzte von 0,51 (95% KI 0,42-0,6) und verlängerte Telomere von 0,44 (95% KI 
0,32-0,56) nachgewiesen werden (allgemeine 5-JÜR ≥ 18 Monate 0,48 [95% KI 0,41-
0,56]).  
Übereinstimmend mit Ergebnissen anderer Arbeiten (Onitake et al., 2009) zeigte die 
Telomerlänge jedoch in der multivariaten Auswertung keinen unabhängigen 
prognostischen Einfluß auf das Gesamt- bzw. das ereignisfreie Überleben. 
Die genaue Ursache der Telomerverlängerung konnte bislang noch nicht für die 
Allgemeinheit der Tumore zweifelsfrei geklärt werden.  
85% der Tumoren realisieren eine Verlängerung der Telomere mithilfe einer erhöhten 
Telomeraseaktivität (Bacchetti und Counter, 1995; Shay, 1997). Obwohl eine 
eindeutige Korrelation zwischen Telomeraseaktivität und Telomerlänge in 
Neuroblastomen nicht nachgewiesen werden konnte, geht eine erhöhte 
Enzymaktivität mit einem deutlich schlechteren Überleben einher (Hiyama et al., 
1997, 1995, 1992; Onitake et al., 2009). Die Mehrheit der restlichen 15% verlängern 
ihre Telomere mit einem alternativen Verlängerungsmechanismus, dem sogenannten 
„alternative lengthening of telomeres“ (ALT), der die Verlängerung chromosomaler 
Enden durch homologe Rekombination realisiert (Henson et al., 2002). Es wird 
vermutet, dass ALT auch zu einer verminderten Expression der telomeren 
Bindungsproteine führt (Jiang et al., 2007), deren Regulation sich wiederum 
maßgeblich auf die Telomerlänge auswirkt (Onitake et al., 2009).  
In ca. 50% der Osteosarkome, 30% der Weichgewebs-Sarkome, 25% primärer 
Gehirn-Tumore, wie dem Glioblastom multiforme, und in 10% der Neuroblastome 
konnte ALT bislang nachgewiesen werden (Hakin-Smith et al., 2003; Onitake et al., 
2009; Scheel et al., 2001; Ulaner et al., 2003).  
Diese Beobachtungen unterstützen die Vermutung, dass nicht nur die Unterdrückung 
von ALT abhängig und spezifisch vom Ausgangsgewebe des Tumors zu sein scheint 
(Perrem et al., 1999), sondern auch die Regulation der Telomeraseaktivität (Henson et 
al., 2002; Onitake et al., 2009).   
Erfolgt, abhängig vom Ausgangsgewebe, eine enge Regulationskontrolle mit 
resultierend niedriger Enzymaktivität, erhöht sich damit indirekt die 
Wahrscheinlichkeit, dass diese Tumorzellen, um weiterhin die Aufrechterhaltung 
ihrer Telomere gewährleisten zu können, ALT etablieren (Remes et al., 2000). Dies 
würde auch die beschriebenen Prävalenzen erklären. Die Ähnlichkeit des 
Ursprungsgewebes von Neuroblastomen und oben genannten Tumoren legt nahe, dass 
auch in Neuroblastomen ALT in der Aufrechterhaltung der Telomere eine Rolle spielt 
(Farooqi et al., 2014; Lundberg et al., 2011; Onitake et al., 2009). ALT-positive 
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Zellen zeichnen sich vor allem durch eine große Heterogenität ihrer Telomerlängen 
aus. Es konnte nachgewiesen werden, dass Telomere in diesen fast doppelt so lang 
sein können, verglichen zu gesunden somatischen Zellen (Henson et al., 2002) oder 
ALT- negativen Zellen, die sich durch kürzere und einheitlichere Telomerlängen 
auszeichnen ( vgl. [Lau et al., 2013]). 
Allerdings ist der alleinige Nachweis heterogener Telomere kein zuverlässiger 
Indikator für den Nachweis von ALT. Nur in 50% ALT-positiver Zellen ließ sich eine 
derartig weite Spannbreite an Telomerlängen nachweisen (Lau et al., 2013). Ebenso 
ließen sich stark längenveränderte Telomere auch in Telomerase-positiven Zell- 
Linien nachweisen (vgl. [Henson and Reddel, 2010]). Eine andere Erklärung für 
telomerische Längenunterschiede zum Diagnosezeitpunkt stellt die unterschiedliche 
Anzahl der bereits erfolgten Zellteilungen zum Zeitpunkt der Transformation in eine 
immortale Zelle dar. So besitzen beispielsweise Lymphome, die aus Knochenmark- 
also Stammzellen hervorgegangen sind, eher längere Telomere, als Lymphome, die 
aus Lymphozyten entstehen, die zum Zeitpunkt der Umwandlung in eine Tumorzelle 
bereits eine große Anzahl an abgelaufenen Zellteilungen durchlaufen haben. Aus 
ihnen resultieren mit hoher Wahrscheinlichkeit Lymphome mit kürzeren Telomeren 
(vgl. [Remes et al., 2000]). 
Andere phänotypische Merkmale der Zellen, die eng mit dem Auftreten von ALT 
korrelierten, sind sog. „C-circles“ und ALT assoziierte PML-„bodies“ (sog. ABPs). 
Dabei bestehen „C-circles“, die in normalen oder telomerasepositiven Zellen nicht 
vorkommen (Cesare und Griffith, 2004; Wang et al., 2004), aus extrachromosomaler 
telomerischer, teilweise einsträngiger DNA (Henson et al., 2009). ABPs enthalten 
extrachromosomale telomerische DNA, Proteine, die an DNA-Rekombination und 
Replikation beteiligt sind und Telomer-spezifische Proteine, wie TRF1 und TRF2 
(Yeager et al., 1999). Lundberg beschrieb dabei eine enge Korrelation zwischen dem 
Nachweis von ABPS und dem Auftreten von ALT in MYCN nicht-amplifizierten 
Neuroblastomen (Lundberg et al., 2011).  
Während verlängerte Telomere allein noch keinen Rückschluss auf das 
Vorhandensein von ALT in den Tumorzellen zulassen, würde ein Nachweis dieser 
spezifischen Zellbestandteile diese Annahme bestärken. 
ALT -positive Zellen waren in Neuroblastomen überproportional häufig mit einer 
Inaktivierung der Tumorsuppressorgene p53 und Rb durch virale Onkogene oder 
Mutationen assoziiert (Mekeel et al., 1997; Stürzbecher et al., 1996). Erst die 
Ausschaltung dieses Kontrollpunktes erlaubt die Aktivierung von ALT, da p53 
normalerweise die homologe Rekombination hemmt (Henson und Reddel, 2010; 
Maser und DePinho, 2002; Ulaner et al., 2003). Eine gestörte bzw. ausbleibende p53- 
Antwort auf dysfunktionale Telomere und hohe chromosomale Instabiliät ermöglicht 
somit eine ungehinderte Proliferation der Tumorzellen (Cesare et al., 2009; Scheel et 
al., 2001; Stagno D’Alcontres et al., 2007; Ulaner et al., 2004).  
Neben der p53- Inaktivierung konnten weitere Mutationen identifiziert werden, die 
vermutlich die Aktivierung von ALT erleichtern, z.B. Mutationen im ATRX- Gen 
(Heaphy et al., 2011), welche auch in Neuroblastomen nachgewiesen werden konnten 
(Cheung et al., 2012; Molenaar et al., 2012; Pugh et al., 2013). Das ATRX-Gen 
kodiert für einen Multiproteinkomplex, der in die Regulation des Nucleotid-
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abhängigen Chromatin-Remodeling und zellulärer Struktur involviert ist und sich an 
der Aufrechterhaltung der Telomerlänge beteiligt. Da er eine regulierende Funktion in 
der Transkription ausübt, kann eine Mutation zu einer Überexpression spezieller 
Onkogene führen.  
Demzufolge konnte in mehreren Studien die prognostische Bedeutung von ALT 
nachgewiesen werden, wobei ein Auftreten von ALT in der Mehrheit der Tumore mit 
einer schlechteren Prognose verbunden war. Eine Ausnahme bildet dabei das 
Glioblastom multiforme, dessen Patienten bei Auftreten von ALT ein doppelt- bis 
dreifach verlängertes Überleben zeigten (Hakin-Smith et al., 2003; Henson et al., 
2005). 
Lee beschrieb (2001) eine verminderte Chemosensitivität p53-defizitärer und ALT -
positiver Tumorzellen. Ist die p53- Funktion intakt, können doppelstrangbruch-
induzierende Chemotherapeutika, wie die in deutschen Neuroblastomstudien 
verwendeten DNA-Alkylantien Dacarbacin und Doxorubicin, die Chemosensitivität 
des Tumors erhöhen, indem sie den Anteil kleinfragmentärer Chromosomenanteile 
vergrößern und Tumorzellen bei regelrechter p53-Antwort dadurch schneller in die 
Seneszenz oder Apoptose überführt werden. Bei gestörter  Kontrollfunktion von p53, 
bleibt die Einleitung der Seneszenz aus und Zellen mit iatrogen erhöhter 
chromosomaler Instabilität überleben (Lee et al., 2001a). Trotz myoloablativer 
Therapie haben diese Tumore ein sehr schlechtes Langzeit-Überleben (Onitake et al., 
2009). In Liposarkomen hatte das Auftreten von ALT sogar noch einen stärkeren 
negativ prognostischen Einfluß als eine erhöhte Telomeraseaktivität (Pricolo et al., 
1996). Auch in dieser Arbeit zeigte sich ein deutlich schlechteres Gesamtüberleben 
derjenigen Patienten einer Altersgruppe, deren Neuroblastome verlängerte Telomere 
aufwiesen. Würde man diese langen Telomere als Ergebnis stattgefundenem ALT 
interpretieren, entspräche das verminderte Gesamtüberleben dieser Patienten dem 
zuvor beschriebenem negativ prognostischen Einfluß von ALT. Allgemein könnte 
eine nachgewiesene Telomerverlängerung also einen Hinweis auf einen schwierigen 
klinischen und prognostisch schlechteren Verlauf geben. 
Zusammenfassung	  
	  




Die Telomerlänge jeder Zelle definiert sich über das fragile Gleichgewicht von 
Neusynthese und Verlust telomerischer DNA. Gleichzeitig beantwortet sie die 
existenzielle Frage nach zellulärem Überleben oder Sterben, indem sie die Anzahl 
möglicher Zellteilungen festlegt. Somit bedeutet eine Stabilisierung oder sogar eine 
Verlängerung der chromosomalen Enden gleichzeitig eine unbegrenzte proliferative 
Kapazität der Zelle. Die Fähigkeit von Tumorzellen ihre Telomerlängen durch 
bestimmte Mechanismen zu beeinflussen, wird dementsprechend mit einer höheren 
Invasivität und Malignität assoziiert. Auch im Neuroblastom scheint die biologische 
Heterogenität eng mit telomerer Längendynamik verbunden zu sein. 
In dieser Arbeit ließ sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen 
Längenveränderungen der Telomere und klinischem Verlauf erkennen. Dabei waren 
in der gleichen Altersgruppe verlängerte Telomere mit einer weitaus schlechteren 
Prognose der betroffenen Patienten assoziiert als verkürzte. Damit ermöglicht die 
Telomerlänge eine Differenzierung der Patienten in unterschiedliche prognostische 
Untergruppen. Die Telomerlängenermittlung könnte demzufolge die 
Risikoeinschätzung von Neuroblastompatienten optimieren und dadurch die 
Vorraussetzungen für eine individuellere Therapieplanung schaffen. 
Desweiteren bieten die potentiell ursächlich hinter der Telomerverlängerung 
stehenden alternativen Aufrechterhaltungsmechanismen und ihre Pathogenese neue 
Ansatzpunkte für zukünftige Behandlungsoptionen in der Neuroblastomtherapie. 
Obwohl bislang noch diese sog. „Telomere maintenance mechanism“ (TMM)-
beeinflussendes Medikament in Deutschland zugelassen werden konnte, sind 
beispielsweise die Studien mit dem Telomeraseinhibitor Telomestatin 
vielversprechend und verweisen auf zukünftige Therapieoptionen, mit dem Potential 
die Überlebenschancen in High risk Patienten zu verbessern (Binz et al., 2005; 
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